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(57) Abstract: The invention relates to a recombinant 
chimeric protein comprising a) a first domain with a nucleic 
acid synthesis activity and b) an interaction mediating 
sequence, whereby said interaction mediating sequence 
can form a complex throu^ the nucleic acid synthesis 
activity and a slide bracketing protein. Said complex is 
different from the complex fonned through the nucleic acid 
synthesis activity and/or the slide tjdng protein with their 
natural interaction partner(s). 

(57) ZusammenCassung: Die Erfindung betrifft ein 
rekombinantes chimares Protein, das a) eine erste 
DomSne mit Nukleinsauiesyntheseaktivitat, imd b) eine 
Wec^selwirlcung vennittebide Sequenz umfafit, wobei 
durch die Wechselwirlamg vermittelnde Sequenz ein 
Komplex aus NukleinsSiuresyntheseaktivitat und Gleit- 
klammeiprotein gebildet wird, der Komplex verschieden ist 
von dem Komplex, den die Nukleinsauresyntheseaktivitat 
imd/or das Gleitklammerprotein mit ihren natUrlichen 
Wechselwirkungspartner (n) aosbildet/ausbilden. 
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Chimare Proteine 



10 Die vorliegende Erfindung betrifft rekombinante chimare Proteine, die eine Nuklein- 
sauresyntheseaktivitSt aufwelsen. diese enthaltende Komplexe, fur diese codierende 
Nukleinsauren, diese enthaltende Vektoren und Zellen, einen dagegen gerichteten 
Antikorper, Verwendungen dieser Proteine, diese enthaltende Kits sowie Verfahren 
zur Elongation, Ampllfikation, reversen Transkription, Sequenzierung und Markierung 
von Nukleinsauren. 

Viele Proteine liegen in der Zelle nicht als Monomere vor, sondern sind Teil eines 
funktionellen multimeren Komplexes. Beispiele fur solche Komplexe sind in fast alien 
Bereichen der Zellbiologie beschrieben (z.B. Transkription, Translation, Replikation, 
20 Zytoskelett, Signaltransduktion, mRNA processing). 

Die Wechselwirkung oder Bindung eines Proteins mit einem oder an ein anderes 
Protein, hierin im folgenden Donorprotein und Akzeptorprotein genannt, erfolgt Qber 
bestimmte Aminosauren oder Aminosauresequenzen, die im gefalteten Protein meist 
an der Oberflache des Proteins liegen und fur die spezifische Bindung oder Wech- 
selwirkung an Oder mit dem Partner verantwortlich sind. Diese Aminosauren bzvi/. 
eine solche Aminosauresequenz wird hierin im folgenden als "Wechselwirkung- 
bedingende Sequenz" oder Wechselwirkung-vermittelnde Sequenz bezeichnet. Den 



wo 01/11051 PCT/DEOO/02657 

2 

Fachleuten ist dabei bekannt. daB die Aminosauren. die an der Ausbildung einer 
Wechselwirkung beteiligt ^ind. nicht notwendigerweise in der primaren Aminosaure- 
sequenz unmittelbar aufeinanderfolgen, sondern ggf. mehr oder weniger stark kon- 
servierte Positionen innerhalb der Aminosauresequenz des Proteins oder Peptids 
dafiir verantwortlich zeichnen. Wenn hierin im folgenden von der Ermittlung der 
Wechselwirkung vermitteinden oder Wechselwirkung bedingenden Sequenz gespro- 
Chen wird, sollen damit beide vorstehend genannten Aspekte verstanden werden. In 
diesem Zusammenhang sind als Donorproteine solche Proteine zu verstehen, die mit 
einem weiteren Protein interagieren und gegebenenfalis ein weiteres Protein binden. 
10 GleichermaBen sind als Akzeptorproteine solche Proteine zu verstehen, die mit ei- 
nem weiteren Protein interagieren und gegebenenfalis ein weiteres Protein binden 

Es gibt eine Reihe von Methoden. urn die Wechselwirkung-bedingende Sequenz ei- 
ner Protein-Protein-lnteraktionsstelle zu ermitteln. Dazu gehort (i) die Bestimmung 
der dreidimensionalen Struktur eines Komplexes aus Donor- und/oder Akzeptorpro- 
tein durch Rontgenstrukturanalyse oder (ii) NMR-Methoden. Eine weitere Methode 
ist (iii) eine Komplexbindung in vitro mit rekombinanten Proteinen zu rekonstituieren 
und durch gezielte Veranderung des Donor- oder Akzeptorproteins die Wechselwir- 
kung-bedingende(n) Sequenz(en) zu ermitteln. Solche gezielten Veranderungen be- 
20 inhalten die Mutation von einzelnen Aminosauren. zum Beispiel zu Alanin (Alanin- 
scanning) oder die Deletion von Sequenzen im Protein. Fuhrt die Veranderung oder 
Deletion einer Aminosaure oder Sequenz zum Verlust der Wechselwirkungs- oder 
Bindeaktivitat, so ist sie Teil der Wechselwirkung-bedingende Sequenz, und umge- 
kehrt, fuhrt die Veranderung oder Deletion einer Aminosaure oder Sequenz nicht 
zum Verlust der Wechselwirkungs- oder Bindeaktivitat so ist sie nicht Teil der Wech- 
selwirkung-bedingende Sequenz. Auf diese Art und Weise laBt sich die Wechselwir- 
kung-bedingende Sequenz definieren. 

Eine weitere Methode zur Bestimmung der Wechselwirkung-bedingende Sequenz 
30 eines Proteins beruht auf der Verwendung eines Zweihybridsystems, hierin im fol- 
genden auch als "Y2H" abgekurzt. Y2H Systeme beruhen darauf, dali man ein Pro- 
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tein mit einer nachweisbaren Aktivitat (wie z.B. das Enzym "Dihydrofolatreduktase") 

als zwei nicht kovalent miteinander verbundene Teile exprimiert. Dieses Protein ist 

> 

inaktiv, wenn die beiden Teile sich nicht in raumlicher Nahe zu einander befinden. 
Die beiden zu untersuchenden Proteine. von denen man wei&, daB oder untersuchen 
moclite, ob sie miteinander in Wechselwirkung treten und somit einen Komplex aus- 
bilden konnen. d.h. Donorprotein und Akzeptorprotein, werden unter Ausbildung je- 
weils eines Fusionsproteins mit jeweiis einem der beiden Teile des Proteins mit der 
nachweisbaren Aktivitat (wie z.B. Dihydrofolatreduktase) fusioniert und exprimiert so 
daB zwei Fusionsproteine entstehen. Wenn das fusionierte Donorprotein das fusio- 

10 nierte Akzeptorprotein bindet, kommen die beiden Halften des nachweisbaren Pro- 
teins (wie z.B. Dihydrofolatreduktase) in raumliche Nahe zueinander. Dadurch wird 
die Aktivitat des Proteins wiederhergestellt, die sodann nachgewiesen werden kann. 
Als Proteine mit nachweisbarer Aktivitat konnen Enzyme (Dihydrofolatreduktase, 
beta-Galactosidase) Signaltransduktionsproteine (Cdc25 aus Saccharomyces cere- 
visiae) oder Transkriptionsaktivatoren (Gal4. LexA-VP16) eingesetzt werden. Die 
Ermittlung der Bindungsregion mit Hilfe des Zweihybridsystems beruht auf der glei- 
chen Uberlegung wie bei der /n-wfro-Rekonstitution der Bindung: FQhrt die Verande- 
rung oder Deletion einer Aminosaure oder Sequenz zum Verlust der Bindeaktivitat so 
ist sie Teil der Wechselwirkung-bedingende Sequenz. und umgekehrt, fuhrt die Ver- 

20 anderung oder Deletion einer Sequenz nicht zum Verlust der Bindeaktivitat so ist sie 
nicht Teil der Wechselwirkung-bedingende Sequenz. 

Zusatzlich dazu kann man die Wechselwirkung-bedingende Sequenz daruber defi- 
nieren, dali eine Vieizahl von Fragmenten des Proteins bezuglich ihrer Interaktion 
untersucht und bestimmt wird, welche Teile des Proteins in den interagierenden oder 
wechselwirkenden Fragmenten immer vorhanden sind. Dieser stets vorhandene Be- 
reich ist die Wechselwirkung-bedingende Sequenz. Um die in einer Wechselwirkung- 
bedingende Sequenz fOr die Wechselwirkung oder Bindung wesentlichen Aminosau- 
ren zu identifizieren. kann man durch gezielte Mutationen einzelne Aminosauren ver- 
30 andern. Verlust oder Erhohung der Bindeaktivitat weisen darauf hin. daB diese Posi- 
tionen direkt an der Wechselwirkung beteiligt sind. 
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Unter den fur in vitro Anwendungen besonders bevorzugten Komplexen gehoren die 
thermostabilen Komplexe prokaryontischer und eukaryontischer Replikationsappa- 
rate, die als wichtige Enzymaktlvitat haufig Polymerasen beiniialten. 

Wie eingangs erwahnt spielt die Wechselwirkung zwischen Proteinen in vivo eine groBe 
Rolle, so z. B bei der Replikation der Nukleinsaure in biologischen Systemen. So sind 
hochprozessive Replikationsmechanismen bekannt wobei es sich dabei zum einen 
um zellulare Mechanismen und zum anderen um die bei den Bakteriophagen T4 und 
10 T7 auftretetenden Repliaktionsmechanismen handelt. 

* 

Der Repiikationsapparat umfaSt eine Vielzahl von Komponenten. Dazu gehoren, 
unter anderem, a) Polymeraseaktivitat aufweisende Proteine, b) Proteine, die an der 
Ausbildung einer Klammerstruktur beteiligt sind, wobei der Kiammerstruktur unter 
anderem die Aufgabe zukommt, eine Polymeraseaktivitat an ihr Template Oder Matri- 
ze zu binden und die Bindung zu stabilisieren und somit die Dissoziationskonstante 
des Komplexes aus Polymerase und Nukleinsaure entsprechend zu andern, c) Pro- 
teine, welche die Klammer auf das Template laden, d) Proteine, welche das Tem- 
plate stabilisieren und gegebenenfalls e) Proteine, welche die Polymerase an das 
20 Template fuhren . 

Unter Polymeraseaktivitat aufweisenden Proteinen werden hierin insbesondere sol- 
che Proteine verstanden, die ein Oder mehrere Nukleotide oder Nukleoside an ein 
Nukleotid oder Nukleosid oder Polynukieotid oder Polynukleosid zu binden in der La- 
ge sind. Dabei kann es sich in einem jeden der vorstehenden Falle um Ribunukleoti- 
de/ Ribunukleoside oder Deoxynukleotide/ Deoxynukleoside oder Polymere davon 
handeln. Zu diesen Proteinen gehoren somit neben DNA-Polymerasen auch RNA- 
Polymerasen, unabhangig davon, ob fur die Polymerisationsreaktion des Proteins 
eine Matrize benotigt wird oder nicht. Diese Polymeraseaktivitat aufweisende Protei- 
30 ne sind somit auch NukleinsSuresyntheseaktivitat aufweisende Proteine. Zu ihnen 
gehoren auch die als solches im Stand der Technik bekannten Elongationsproteine. 
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Unter Elongati'onsprotein soil hierin im ubrigen ein Polymeraseaktivitat-aufweisendes 
Protein oder Komplex verstanden werden, das oder der mindestens eine oder mehrere 
der folgenden Eigenschaften aufweiSt: Verwendung von RNA als Template, Verwen- 
dung von DNA als Template, Synthese von RNA, Synthese von DNA, Exonukleaseak- 
tivitat in 5-3' Richtung oder Exonukleaseaktivitat in 3-5' Richtung, Strangverdran- 
gungsaktivitat (engl. strand-displacement activity) und Prozessivitat oder Nicht- 
Prozessivitat. 

10 DNA-Polymerasen gehoren zu einer Gruppe von Enzymen, die einzelstrangige DNA 
als Template fQr die Synthese eines komplementaren DNA Stranges verwenden. 
Diese Enzyme spielen eine bedeutende Rolle im Nukleinsaurestoffwechsel. ein- 
schlieSlich der Prozesse DNA-Replikation, Reparatur und Rekombination. DNA- 
Polymerasen v^urden in alien zellularen Organismen identifiziert, von bakteriellen bis 
zu menschlichen Zellen, in vielen Viren sowie in Bakteriophagen (Kornberg, A. & Ba- 
ker, T. A. (1991) DNA Replikation WH Freeman, New York, NY). Man faBt in der Re- 
gel die Archaebakterien und die Eubakterien zusammen zu der Gruppe der Proka- 
ryonten, der Organismen ohne echten Zellkern, und stellt ihnen die Eukaryonten, die 
Organismen mit echtem Zellkern, gegenuber. Gemeinsam sind vielen Polymerasen 

20 aus den verschiedensten Organismen oftmals Ahnlichkeiten in der Aminosaurese- 
quenz sowie Ahnlichkeiten in der Struktur (Wang. J.. Sattar, A.K.M.A.; Wang, CO., 
Karam, J.D.. Konigsberg, W.H. & Steitz, T.A. (1997) Crystal Structure of pol a familily 
replication DNA polymerase from bacteriophage RB69.Cell 89, 1087-1099). Orga- 
nismen wie der Mensch besitzen eine Vielzahl von DNA-abhangigen Polymerasen, 
von denen jedoch nicht alle fur die DNA Replikation zustandig sind, sondern einige 
auch DNA-Reparatur durchfiihren. Replikative DNA-Polymerasen bestehen in vivo 
meist aus Proteinkomplexen mit mehreren Einheiten. welche die Chromosomen der 
zellularen Organismen und Viren replizieren. Eine generelle Eigenschaft dieser repli- 
zierenden Polymerasen ist im allgemeinen eine hohe Prozessivitat, das heiSt, deren 

30 Fahigkeit, Tausende von Nukleotide zu polymerisieren ohne vom DNA Template ab- 
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zudissoziieren (Kornberg, A. & Baker, T. A. (1991) DNA Replikation. WH Freeman. 
New York, NY). 

DNA-Polymerasen werden unter anderem durch zwei Eigenschaften charakterisiert, 
ihre Elongationsrate, das heiHt die Anzahl der Nukleotide, die sie pro Sekunde in einen 
wachsenden DNA-Strang inkorporieren konnen und ihre Dissoziationskonstante. Wenn 
die Polymerase nach jedem Inkorporatlonsschritt eines Nukleotids in die wachsende 
Kette wieder vom Strang abdissoziiert (d.h. ein Elongationsschritt erfolgt pro Bindungs- 
ereignis), dann hat die Prozessivitat den Wert 1 und die Polymerase ist nicht prozessiv. 
10 Wenn die Polymerase fur wiedertiolte Nukleinsaureinkorporationen mit dam Strang 
verbunden bleibt, dann wird die Elongation Oder der Replikationsmodus und damit auch 
die Polymerase als prozessiv bezeichnet und kann einen Wert von mehreren Tausend 
erreichen (siehe hierzu auch: Methods in Enzymology Volume 262, DNA Replication. 
Edited by J. L. Campbell, Academic press 1995, pp. 270-280). 

Die unter b) genannten Proteine bilden Strukturen aus, die entweder offen oder ge- 
schlossen sind, beispielsweise ringformige oder halbringformige Strukturen. Derlei 
Strukturen kOnnen durch eine oder mehrere Spezies von Protelnen ausgebildet wer- 
den. Dabei ist es moglich, daR eine der besagten Proteinspezies eine Polymerase- 
20 aktivitat aufweist. 

Die fur die Ausbildung dieser Strukturen verantwortlichen Proteine werden, sofern sie 
keine Polymeraseaktivitat aufweisen, hierin im folgenden als ^Gleitkiammerproteine" 
Oder „Klammerproteine" bezeichnet. 

Es ist bekannt. da(i der Replikationsapparat in Archaea dem eukaryontischen Replika- 
tionsapparat ahnlich ist, obwohl die Genomorganisation in Eukaryonten und Archaea 
ganzlich verschieden ist und die zellulare Struktur der Eubakterien der der Archaea ah- 
nelt. (Edgell, D.R. and Doolittle, W.F. (1997). Archaea and the origin(s)of DNA replicati- 
30 on proteins. Cell 89, 995-998.). 
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Die Gleitklammer ist haufig uber ein oder mehrere weitere Proteine an ein Elongations- 
protein gebunden, mit anderen Worten an das Elongationsprotein gekoppelt. Bin derar- 
tiges koppelndes Protein wird hierin im folgenden als Kopplungsprotein bezeichnet, 
wobei gegebenenfalls die Kopplung uber eine Mehrzahl von Kopplungsproteinen erfo!- 
gen kann. 

Die dreidimensionale Struktur von verschiedenen Gleitklammerproteinen wurde bereits 
bestimmt Die Gesamtstruktur dieser Gleltklammem Ist sehr ahnlich; die Bilder der 
ringformig ausgebildeten Proteingesanntstruktur von PCNA, der p-Unterelnheit und 

* 

10 gp45 Ringe sind ubereinandergelegt deckungsgleich (Kelman, Z. & O'Donnell, M. 
(1995) Structural and functional similarities of prqkaryotic and eukaryotic sliding clamps. 
Nucleid Acids Res. 23, 3613-3620). Jeder Ring hat vergleichbare Dimensionen und 
eine zentrale Offnung, die groli genug Ist, urn Duplex-DNA, also einen DNA- 
Doppelstrang, bestehend aus den zwei komplementaren DNA-Strangen, zu umschlie- 

Die Gleitklammer kann sich in vivo nicht selbst um die DNA herum positionieren, son- 
dem muB um die DNA fixiert werden. In Prokaryonten und Eukaryonten besteht ein 
derartiger Proteinkomplex aus einer Vielzahl von Untereinheiten. Der Proteinkomplex 
20 erkennt das 3 -Ende des Primers eines „Primer-Template-Duplexes", der zu einem Ian- 
geren Doppelstrang durch Einbau von Nukleotiden erganzt werden soli, und positio- 
niert die Gleitklammer um die DNA. 



Im Falle des Bacteriophagen T7 wird das gleiche Ziel, eine prozessive DNA-Synthese. 
wie unten definiert, mittels eines strukturell anderen Proteinkomplexes erreicht. Der 
Phage exprimiert eine eigene katalytische Polymerase, die T7-Polymerase, die das 
Genprodukt des gene 5 und mit einem Protein aus dem Wirt Esctierichia coll, dem 
Thioredoxin, eine Bindung eingeht und als Replikase eine hochprozessive DNA- 
Replikation ermoglicht. Auch hierbei kommt es zur Ausbildung einer Klammer. jedoch 
30 weist diese Klammer nicht die gleiche Struktur auf, wie z.B. im Falle des eukaryonti- 
schen PCNA. 
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Oft ist es notig, wie .zum Beispiel im Falle der humanen Polymerase 5, daU Proteine 
(Koppiungsproteind) die Verbindung zwischen dem katalytisch aktiven Teil der Polyme- 
rase und einem Prozessivitatsfaktor schaffen. Ein Prozessivitatsfaktor ist eine Verbin- 
dung Oder ein Molekul, das die Prozessivitat einer Polymerase beeinfluSt, bevorzugter- 
weise erhoht Ein Beispiel fur einen Prozessivitatsfaktor stellen die Gleltklammerprotei- 
ne dar. Beim Menschen ist dieses Kopplungsprotein die kleine Untereinheit der 5- 
Polymerase (Zhang, S.-J., Zeng, X.-R.. Zhang, P.. Toomey, N.L., Chuang, R.Y., 
Chang, L-S., and Lee, M.Y.WT. (1994). A cx)nserved region in the amino terminus of 
10 DNA polymerase 6 is Involved in proliferating cell nuclear antigen binding. J. Biol. 
Chem. 270, 7988-7992). Im Falle der T7 Polymerase jedoch bindet der Prozessivitats- 
faktor die katalytische Einheit der Polymerase direkt ohne Beteiligung eines Kopp- 
lungsproteins. 

Die in vitro Anwendung von Proteinen mit Nukleinsauresyntheseaktivitat wie Polymera- 
sen Oder Elongationsproteinen ist in der Technik weit verbreitet, so z.B. bei der Polyme- 
rase-Kettenreaktion (PGR), Sequenzierung von Nukleinsauren oder reversen Tran- 
skription. Dabei ist bei den meisten in vitro Anwendungen, wie PGR oder Sequenzie- 
rungsprozesse, Prozessivitat eine wunschenswerte Eigenschaft, die allerdings die bis- 
20 lang in diesen Reaktionen eingesetzten thermostabilen Enzyme nach dem Stand der 
Technik nur in geringem Ma&e besitzen. 

Die U.S. Patente 4.683,195. 4.800,195 und 4,683.202 beschreiben die Anwendung 
solcher thermostabiler DNA-Polymerasen in der Polymerase-Kettenreaktion (PGR). In 
der PGR wird unter Verwendung von Primern, Template (auch Matrize genannt), Nu- 
kleotiden, einer DNA-Polymerase, eines entsprechenden Puffers und bei geeigneten 
Reaktionsbedingungen DNA neu synthetisiert. In dieser PGR wird bevorzugt eine ther- 
mostabile Polymerase verwendet, die das zyklische thermische Aufschmelzen der 
DNA-Strange ubersteht. So wird haufig Taq DNA-Polymerase venA^endet (U.S. Patent 
30 4,965,188). Die Prozessivitat der Taq DNA-Polymerase ist jedoch, wie oben ausgefuhrt, 
relativ gering im Vergleich zu derjenigen der T7-Polymerase. 
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DNA-Polymerasen finden 9uch bei der DNA -Sequenzbestimmung Anwendung (San- 
ger et aL, Proc. NatL Acad. ScL, USA 74:5463-5467 (1997)). Eine der hierbei verwen- 
deten Polymerasen kann z.B. die oben erwahnte rag-PoIymerase (U.S. Patent 5.075, 
216) Oder die Polymerase von Thermotoga neapolitana (WO 96/10640) oder andere 
thermostabile Polymerasen sein. Neuere Verfahren koppein die exponentielle Amplifi- 
kation und die Sequenzierung eines DNA Fragmentes in einem Schritt, so dali es mog- 
iich ist, genomisohe DNA direkt zu sequenzieren. Eines der Verfahren, das sogenannte 
DEXAS-Verfahren (Nucleic Acids Res 1997 May 15;25(10):2032-2034 Direct DNA se- 

10 quence determination from total genomic DNA. Kilger C, Paabo S, Biol. Chem. 1997 
Feb; 378(2):99-105 Direct exponential amplification and sequencing (DEXAS) of geno- 
mic DNA. Kilger C, Paabo S und DE 19653439.9 sowie DE 19653494.1) verwendet 
eine Polymerase mit verminderter Diskriminierungsfahigkeit gegeniiber Dideoxynukleo- 
tiden (ddNTPs) im Vergleich zu Deoxynukleotiden (dNTPs) sowie einen Reaktionspuf- 
fer, zwei Primer, die bevorzugt nicht aquimolar vorliegen, und die oben genannten Nu- 
kleotide, um dann in mehreren Zyklen eine komplette. sequenzspezifische DNA-Leiter 
eines Fragmentes zu erhalten, welches von den Primem flankiert isL Eine Weiterent- 
wicklung dieses Verfahrens besteht in der Verwendung eines Polymerasegemisches, 
wobei eine der beiden Polymerase zwischen ddNTPs und dNTPs diskriminiert. wah- 

20 rend die zweite eine vemninderte Diskriminierungsfahigkeit aufweist (Nucleic Acids Res 
1997 May 15;25(10):2032-2034 Direct DNA sequence determination from total genomic 
DNA. Kilger C, Paabo S). 

DNA-Polymerasen finden des weiteren Anwendung bei der reversen Transkription von 
RNA in DNA. Hierbei dient RNA als Template und die Polymerase synthetisiert einen 
komplementaren DNA-Strang. Zur Anwendung kommt hier z.B. die thermostabile DNA- 
Polymerase aus dem Organismus Thermus thermusphilus (Tth) (U.S. Patent 

5.322.770). 

30 Manche Polymerasen besitzen eine 'proof-reading'' Aktivitat, also eine 3-5' Exonuklea- 
seaktivitat. Diese Eigenschaft ist insbesondere dann wunschenswert. wenn das zu 
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synthetisierende Produkt mit erner niedrigen Fehlerrate bei der Nukleotidinkorporation 
hergestellt werden soil. Eiq Beispiel stellen Polymerasen aus dem Organismus Pyro- 
coccus wosei dar. 

Die oben genannten Elongationsproteine, die in den vorstehend genannten Anwen- 
dungen zum Einsatz kommen, gehoren in vivo grSBtenteils nicht zu den eigentlichen 
Replikationsenzymen, sondern es sind zumeist Enzyme, von denen man annimmt, daB 
sie bei der DNA-Reparatur beteiligt sind, weshalb deren Prozessivitat relativ gering ist. 
Zudem besitzt jeder Organismus eine Vieizahl von Polymerasen die eine Vielzahl von 
10 Eigenschaften besitzen. 

Solche Elongationsproteine weisen, wie oben ausgefuhrt, z.B. die folgenden Eigen- 
schaften auf: Verwendung von RNA als Template, Verwendung von DNA als Template. 
Synthese von RNA, Synthese von DNA, Exonukleaseaktivitat in 5'-3' Richtung und 
Exonukleaseaktivitat in 3-5' Richtung, Strangverdrangungsaktivitat (strand- 
displacement activity). Prozessivitat oder Nicht-Prozessivitat oder Thermostabilitat oder 
Thermosensitivitat auf. In vivo ist es jedoch haufig so, dad ein Proteinkomplex eine 
Oder mehrere dieser Eigenschaften vereint. Insbesondere liegen in vivo oftmals Repli- 
kationskomplexe vor. deren Prozessivitat, wie oben ausgefuhrt, durch das Vorhanden- 
20 sein eines Gleitklammerproteins gesteigert wird. 

Neben den oben genannten Bestandteilen von Repiikationsapparaten findet man in 
vivo haufig auch andere DNA-modifizierende Proteine in gr5&eren Komplexen mit wei- 
teren Proteinen. In solchen Komplexen kommt es oftmals dazu, daB von einem ersten 
Protein "eine DNA-modifizierende Aktivitat". wie beispielsweise temiinale- 
Transkriptase-Aktivitat, vereinigt wird mit einer oder mehreren, durch ein weiteres Pro- 
tein in den Komplex eingebrachten Aktivitat(en), wie beispielsweise Exonukleaseaktivi- 
tat. Unter DNA-modifizerender Aktivitat ist hierin jede enzymatische Aktivitat, die zu ei- 
ner chemischen. physikalischen oder strukturellen Veranderung einer Ausgangs- 
30 Nukleinsaure fuhrt, zu verstehen. Es kommt auch vor, dali eine DNA-modifizierende 
Aktivitat erst durch die Interaktion mit mindestens einem weiteren Protein zustande 
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kommt. Weiter ist es moglich, dali eine DNA-modlfizierende Aktivitat verringert oder 
gesteigert wird durch die Irjteraktion mit mindestes einem weiteren Protein. Somit ent- 
steht in vivo oftmals ein Proteinkomplex der z.B. die Summe der Einzelaktivitaten tragt 
Oder dessen Aktivitat gegenuber der Einzelaktivitat verbessert ist. 

Wie sich aus dam Vorstehenden ergibt, weisen in vivo Komplexe, die eine Nukleinsau- 
resyntheseaktivitat umfassen, oftmals weitere, fur die technische, d.h. in vitro Anwen- 
dung erwunschte Eigenschaften auf, die uber die eigentliche Nukleinsauresyntheseak- 
tivitSt hinausgehen und von den weiteren, den Komplex ausbildenden Komponenten 
beigesteuert werden. 

Eine unmittelbare technische Verwendung derartiger in vivo Komplexe z. B. zu Zwek- 
ken der Durchfuhrung einer Sequenzierung von DlslA, Durchfuhren einer Polyme- 
raseketten-Reaktion oder Einfuhren von Markierungen in Nukleinsauren scheiterte bis- 
her aus einer Reihe von Grunden. Ein Grund war und ist die fehlende Kenntnis alter an 
der Ausbildung des interessierenden Komplexes beteiligter Faktoren oder Einzelkom- 
ponenten. Ein weiterer Grund besteht darin, daR der mehrere Komponenten umfas- 
sende Komplex neben den erwunschten auch eine oder mehrere unerwunschte Eigen- 
schaften aufweist. 

Ein zur in vitro Verwendung von in vivo Komplexen altemativer Ansatz sieht vor, Kom- 
ponenten mit verschiedenem Ursprung. die jedoch fur sich die enA^unschte Eigenschaft 
besitzen, miteinander zu kombinieren und auf diese Weise den Komplex mit den er- 
wiinschten Eigenschaften auszubilden. Eine derartige Eigenschaft kann bspw. eine 
hohere Prozessivitat sein. Dieser Ansatz scheiterte in der Technik daran. dali die den 
Komplex ausbildenden Einzelkomponenten, die miteinander in Wechselwirkung treten 
muliten, dies nicht oder nur schlecht taten und somit dem Komplex ebenfalls nicht die 
erwunschten Eigenschaften verliehen werden konnten. 

Der vorliegenden Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde. Proteine mit einer Nu- 
kleinsauresyntheseaktivltat bereitzustellen. die eine erhohte Prozessivitat aufweisen. 
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Es ist weiterhin eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ein Verfahren bereitzu- 

stellen, das die Konstruktion derartiger Proteine erlaubt. 

SchlieRlich ist es eine Aufgabe der Erfindung, Verfahren zur Amplifikation, insbeson- 
dere durch PGR, sowie Sequenzierung von Nukleinsauren bereitzustellen, die die 
Amplifizierung und/oder Sequenzierung langerer Nukleinsauren eriauben. 

Die Aufgabe wird erfindungsgemaB gelost durch ein rekombinantes chimares Protein 
10 umfassend 

a) eine erste Domane mit Nucleinsauresyntheseaktivitat, und 

b) eine Wechselwirkung vermittelnde Sequenz. wobei 

durch die Wechselwirkung vermittelnde Sequenz ein Komplex aus Nukleinsaure- 
syntheseaktivitat und Gleitklammerprotein gebildet wird und der Komplex verschie- 
den ist von dem Komplex, den die Nukleinsauresyntheseaktivitat und/oder das Gleit- 
klammerprotein mit ihren naturlichen Wechselwirkungspartner (n) ausbildet. 

20 In einem weiteren Aspekt der Erfindung wird die Aufgabe gelost durch ein chimares 
Protein umfassend einen Nukleinsauresyntheseaktivitat aufweisenden Anteil, wobei 
der Anteil aus einem einen Nukleinsauresyntheseaktivitat aufweisenden Anteil und 
einen Wechselwirkung vermittelnden Anteil umfassenden Basisprotein stammt, und 
mindestens einen eine Wechselwirkung vermittelnden Anteil, wobei der Wechselwir- 
kung vermittelnde Anteil verschieden ist von dem Wechselwirkung vermittelnden 
Anteil des Basisproteins. 

In einer Ausfuhrungsform ist dabei vorgesehen. daB das Protein den Wechselwir- 
kung vermittelnden Anteil des Basisproteins umfaBt 

30 

In einem weiteren Aspekt wird die Aufgabe gelost durch ein chimares Protein umfas- 
send einen Nukleinsauresyntheseaktivitat aufweisenden Anteil. wobei der Anteil aus 
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einem Basisprotein stammt, das einen Nukleinsauresyntheseaktivitat aufweisenden 
Anteil aber keinen Wechselwirkung vermittelnden Anteil umfaSt, und einen 
Wechselwirkung vermittelnden Anteil. 

Bei den erfindungsgemSBen ciiimaren Proteinen kann vorgesehen sein, daS der 
Wechselwirkung vemiittelnde Anteil eine Bindung zwischen der 
Nukleinsauresyntheseaktivitat und einem die Syntheseleistung der 
Nukleinsauresyntheseaktivitat beeinflussenden Faktor vermittelt In einer bevorzugten 
Ausfuhrungsfonn ist dabei vorgesehen, daa der Faktor ein Gleitklammerprotein ist. 

In einer Ausfuhrungsform kann vorgesehen sein, dali die Nucleinsauresyntheseakti- 
vitat eine Konsensuspeptidsequenzen umfaBt, wobei die Sequenz ausgewahit ist aus 
der Gruppe, die die Sequenzen SEQ ID NO.: 1 , 2 und 3 umfa&t. 

In einer weiteren AusfQhrungsform kann vorgesehen sein, daU das Gleitklammer- 
protein eine Konsensuspeptidsequenz umfaRt, wobei die Sequenz ausgewahit ist 
aus der Gmppe, die die Sequenzen SEQ ID NO.: 4. 5, 6 und 7 umfaBt . 

In einer noch weiteren Ausfuhrungsform kann vorgesehen sein, da& die Wechselwir- 
kung vermittelhde Sequenz eine Konsensuspeptidsequenz umfaBt, welche ausge- 
wahit ist aus der Gruppe. die die Sequenzen SEQ ID NO.: 8. 9. 10 1 1 und 12 umfaBt. 
In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform ist dabei vorgesehen, daU die 
Wechselwirkung vermittelnde Sequenz eine Konsensuspeptidsequenz gemSfi SEQ 
ID NO.: 8 umfaBt. 

In einer anderen AusfOhrungsform ist vorgesehen, daR die Wechselwirkung vermit- 
telnde Sequenz am C-temninalen Ende der die Nucleinsauresyntheseaktivitat tragen- 
den Sequenz liegt. 



wo 01/11051 



14 



PCT/DEOO/02657 



In einer weiteren Ausfuhrungsform ist vorgesehen, daB zwischen der Wechselwir- 

kung vermittefnden Sequejnz und der die Nukleinsaureaktivitat tragenden Sequenz 

> 

ein Linker angeordnet Ist. 

Weiterhin kann in einer Ausfuhrungsform der erfindungsgemalien chimaren Proteine 
das rekombinante chimare Protein thermostabil sein. 

In einer Ausfuhrungsform der erfindungsgemaSen chimaren Proteine kann vorgese- 
hen sein, daS das Protein eine DNA Polymerase-Aktivitat aufweist. Dabei ist beson- 
ders bevorzugt, wenn die Proteine eine 3'-5'- Exonukleaseaktivitat aufweisen. 

In einer weiteren AusfQhrungsform der erfindungsgemaBen chimaren Proteine ist 
vorgesehen, dali das Protein eine RNA-Polymerase-Aktivltat aufweist. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform der erfindungsgemaSen chimaren Proteine ist 
vorgesehen. daS das Protein eine reverse Transkriptase-Aktivitat aufweist. 

In einer noch weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform der erfindungsgemaBen chima- 
ren Proteine ist vorgesehen, daS sich die Einbaurate von dNTPs und ddNTPs durch 
die Nuklelnsauresyntheseaktivitat um einen Faktor von weniger als 5 unterscheidet. 

in einem weiteren Aspekt der Erfindung wird die Aufgabe geiost durch einen Kom- 
plex umfassend 

a) ein erfindungsgemaSes rekombinantes chimares Protein und 

b) ein Gleitklammerprotein, 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemalien Komplexes ist vor- 
gesehen, dali das Gleitklammerprotein eine Konsensuspeptidsequenz umfaBt, wel- 
che ausgewahit ist aus der Gruppe, die die Sequenzen gemaS SEQ ID NO.: 4, 5, 6 
und 7 umfaBt. 
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In einer weiteren AusfDhru.ngsform ist vorgesehen, daR der Komplex weiter eine Nu- 

kleinsaure umfaBt. 

In einem weiteren Aspekt wird die Aufgabe gelost durch eine Nukleinsaure, die fur 
ein erfindungsgemaBes chimares Protein, insbesondere rekombinantes Protein co- 

diert. 

In einem noch weiteren Aspekt wird die Aufgabe gelost durch eine die erfindungs- 
10 gemaSe Nukleinsaure umfassenden Vektor. In einer bevorzugten Ausfuhrungsform 
handelt es sich bei dem Vektor urn einen Expressionsvektor. 

In einem weiteren Aspekt wird die Aufgabe gelost durch eine Zelle, die den erfin- 
dungsgemafien Vektor umfalit. 

Die Aufgabe wird weiter gelost durch die Verwendung der erfindungsgemaBen chi- 
maren Protein zur Elongation von Nukleinsauren. 

Die Aufgabe wird weiter gelost durch die Verwendung der erfindungsgemaBen chi- 
20 maren Protein zur Amplifikation von Nukleinsauren. 

Die Aufgabe wird weiter gelost durch die Verwendung der erfindungsgemaSen chi- 
maren Protein zur reversen Transkription von RNA in DNA. 

Die Aufgabe wird weiter gelost durch die Verwendung der erfindungsgemalien chi- 
maren Protein zur Sequenzierung von Nukleinsauren, insbesondere von DNA. 



In einem noch weiteren Aspekt wird die Aufgabe gelost durch einen Kit, insbesonde- 
30 re Reagenzien-Kit zur Elongation und/oder Amplifikation und/oder reversen Tran- 
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skription und/oder Sequenzierung und/oder Markierung von Nukleinsauren, der in 
einenn oder mehreren getr^nnten Behaltern umfalit: 

■ 

a) ein erfmdungsgemafies, bevorzugt rekombinantes chimares und/oder 

b) einen erfindungsgema&en Komplex und 

c) bevorzugterweise gegebenenfalls zumindest einen Primer, Puffer. Nukieotide, 
Kofaktoren und/oder Pyrophosphatase. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform des Kits ist vorgesehen, da& er zur 
Amplrfikation von Nukleinsauren neben den Substanzen a) und/oder b), 
Deoxynukleotide oder/und Derivate davon umfaBt. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform umfaSt der Kit eine DNA Polymerase mit 3-5' 
Exonukleaseaktivitat umfaBt. 

In einer noch weiteren Ausfuhrungsform enthalt der Kit zur Reversen Transkription 
Substanzen nach a) und/oder b), weiche eine Reverse Transkriptase-Aktivitat 
aufweisen, und bevorzugterweise Deoxynukleotide und/oder Derivate davon. 

Bei dem erfindungsgemaSen Kit kann vorgesehen sein, da& er zur Sequenzierung 
neben Deoxynukleotiden oder Ribonukleotiden oder/und deren Derivaten, 
Dideoxynukleotide oder/und deren Derivate enthalt 

In einem weiteren Aspekt wird die Aufgabe gelost durch ein Verfahren zur Template- 
abhangigen Elongation von NukleinsSuren, wobei die zu elongierende 
Nukleinsaure oder zumindest ein Strang davon mit mindestens einem Primer unter 
Hybridisierungsbedingungen versehen wird. wobei der Primer hinreichend 
komplementar zu einem Teil der oder einem flankierenden Bereich der zu 
elongierenden Nukleinsaure ist und durch eine Polymerase in Anwesenheit von 
Nukleotiden eine Primer-Elongation erfolgt. wobei vorgesehen ist. daB als 
Polymerase ein erfindungsgemaBes chimares, bevorzugt chimares Protein 
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verwendet wird und daB bevorzugterweise ein Gleitklammerprotein in der Reaktion 
voriiegt. 

In einem noch weiteren Aspekt wird die Aufgabe gelost durcii ein Verfahren zur 
Amplifikation einer Nukleinsaure, wobei vorgesehen ist. daS die zu amplifizierende 
Nukleinsaure mit mindestens zwei Primern unter Hybridisierungsbedingungen 
vesetzt wird, wobei ein Jeder der beiden Primer jeweils komplementar zu einem Teil 
der Oder einem flankierenden Bereich der zu amplifizierenden Nukleinsaure ist und 
durch eine Polymerase in Anwesenheit von Nukleotiden eine Primer-Elongation 
erfolgt.wobei als Polymerase ein erfindungsgemSBes chimares Protein, 
insbesondere ein rekombinantes, venwendet wird und bevorzugterweise ein 
Gleitklammerprotein der Reaktion zugesetzt wird. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsfonn ist dabei vorgesehen. daft eine Polymerase- 
Ketten-Reaktion durchgefuhrt wird. 

In einer ganz besonders bevorzugten Ausfuhrungsform ist dabei vorgesehen. dalider 
Reaktionsansatz zwei DNA Polymerasen umfaBt, von denen mindestens eine eine 
3'-5' ExonukleaseaktivitSt autwelst. wobei die 3'-5'-Exonukleaseaktivitat entweder 
durch das chimare Protein oder durch eine weitere Polymerase dem 
Reaktionsansatz zugesetzt wird. 

In einer noch weiteren Ausfuhrungsform ist vorgesehen. daB zwei chimare Proteine, 
insbesondere rekombinante, . wobei eines der Proteine ein solches ist, das eine 
DNA-Polymerase-Aktivitat aufweist. und das andere ein solches ist, das eine 3'-5'- 
Exonukleaseaktivitat aufweist. 

Bei dem erfindungsgemSBen Verfahren zur Template-abhangigen Elongation kann in 
einer Ausfuhmngsform vorgesehen sein, daB man zur Sequenzierung von 
Nukleinsauren ausgehend von einem Primer, der zu einem der zu sequenzierenden 
Nukleinsaure benachbarten Bereich komplementar ist. eine Template-abhSngige 
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Elongation bzw. Reverse-Transkription unter Verwen-dung von Deoxynukleotiden 
und Dideoxynukleotiden oder deren jeweiligen Derivaten gemaR der Methode von 
Sanger durchfuhrt. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform des erfindungsgemalien Verfahren zur Template- 
abhangigen Elongation kann vorgesehen sein, daS bei der Elongation der 
Nukleinsauren mindestens eine Markierungen eingefugt wird. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform ist dabei vorgesehen, dad ein 
10 Agens verwendet wird, das ausgewShlt ist aus der Gruppe, die markierte Primer, 
markierte Deoxynukleotide und Derivate davon, markierte Dideoxynukleotide und 
Derivate davon und markierte Ribonukleotide und Derivate davon umfaBt. 

In einem noch weiteren Aspekt wird die Aufgabe gelost durch ein Verfahren zur Mar- 
kierung von Nukleinsauren durch Erzeugung einzelner Bruche in Phosphodiesterbin- 
dungen der Nukleinsaurekette und Ersatz eines Nukleotids an den Bruchstellen 
durch ein markiertes Nukleotid mit Hilfe einer Polymerase, wobei vorgesehen ist, da& 
als Polymerase ein erfindungsgemafies chimares Protein, insbesondere rekombi- 
nantes chimares Protein eingesetzt wird. 

20 

In einem noch weiteren Aspekt wird die Aufgabe gelost durch ein Verfahren zur 
Herstellung eines chimSren Proteins, das eine Basissequenz und eine heterolpge 
Wehcselwirkung-bedingende Sequenz umfaBt und infoige der Wechselwirkung- 
bedingenden Sequenz mit einem Wechselwirkungspartner eine Bindung eingeht 
Oder eine solche Bindung verstarkt wird, wobei 

a) aus einem Wechselwirkungssystem umfassend ein als Donorprotein und ein als 
Akzeptorprotein bezeichnete Protein diejenige Sequenz des Donorproteins oder 
30 Akzeptorproteins ermittelt wird. die die Wechselwirkung zwischen beiden 
Wechselwirkungspartnern bedingt; und 
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b) die Wechselwirkung-bedingende Sequenz in ein vom Donorprotein und 
Ai<zeptorprotein verschiedenes aufnehmendes Protein, das die Basis sequenz 
umfaSt, eingebracht wird. 

In einer AusfOhrungsform ist vorgeselien. dafi das Donorprotein und das 
Akzeptorprotein einen Komplex bilden, der Nul<leinsaure bindet. 

In einer weiteren Ausfuhmngsform ist vorgesehen, dali das Donorprotein und das 
Akzeptorprotein einen Komplex bilden, der eine Aktivitat aufweist, die ausgewahit ist 
10 aus der Gruppe, die Polymeraseaktivitat. DNA-Bindungsaktivitat, RNA- 
Bindungsaktivitat. 5'-3'-Exonukleaseaktivitat, 3'-5'-Exonukleaseaktivitat und 
Ligaseaktivitat umfaBt 

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform ist vorgesehen, daU das Donorprotein 
ausgewahit ist aus der Gruppe. die Elongationsprotein, Gleitklammerproteine, 
Gleitklammerladerproteins und Kopplungsproteine umfaSt. 

In einer weiteren AusfQhrungsfonn ist vorgesehen, dafi das Akzeptorprotein 
ausgewahit ist aus der Gruppe. die Elongationsprotein, Gleitklammerproteine. 
20 Gleitklammerladerproteins und Kopplungsproteine umfalit. 



In einer noch weiteren Ausfuhrungsform ist vorgesehen, dali das aufnehmende 
Protein ausgewahit ist aus der Gruppe, die Elongationsprotein, 
Gleitklammerproteine, Gleitklammerladerproteins und Kopplungsproteine umfaBt. 

In einer Ausfuhrungsform des erfindugnsgemaBen Verfahrens kann vorgesehen 
sein, daB Schritt a) mehrfach wiederholt wird und aus den solchemnaBen ermittelten 
Wechselwirkung-bedingenden Sequenzen eine Konsensussequenz ermittelt wird, die 
30 eine Wechselwirkung-bedingende Sequenz darstellt, und im Schritt b) als 
Wechselwirkung-bedingende Sequenz in ein vom Donorprotein und Akzeptorprotein 
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verschledenes aufnehmendes Protein, das eine Basissequenz umfaBt, eingebracht 
wird. 

In einem weiteren Aspekt wird die Aufgabe gelost durch ein chimares Protein, das 
nach dem erfindungsgemaSen Verfahren erhaltlich ist. In einer bevorzgten 
Ausfuhrungsform ist die Basissequenz ein Teil der Aminosauersequenz eines 
Proteins, das ausgewahit ist aus der Gruppe. die Elongationsproteine. 
Gleitklammerproteine, Gleitklammerladerproteine und Kopplungsproteine umfa&t 

10 SchlieBlich wird die Aufgabe auch gelost durch einen In vltro-Komplex zur Template- 
abh^ngigen Elongation von NukleinsSure umfassend ein Gleitklammerprotein und 
ein Elongationsprotein, wobei mindestens eines der Proteine ein erfindungsgemaBes 
chimares Protein ist. Besonders bevorzugt ist dabei eine Ausfuhrungsform, bei der 
der Komplex thermostabil ist. 

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung gilt, daB ein jedes der erfin- 
dungsgemaBen chimaren Proteine ein rekombinantes chimares Protein sein kann. 

20 

ErfindungsgemaB wird die Aufgabe auch gelost durch rekombinantes ChimSres 
Protein umfassend a) eine erste Domane mit Nukleinsauresyntheseaktivitat, und b) 
eine Wechselwirkung vermittelnde Sequenz, dadurch gekennzeichnet. daB durch die 
Wechselwirkung vermittelnde Sequenz ein Komplex aus Nukleinsauresyntheseakti- 
vitat und Gleitklammerprotein gebildet wird. wobei der Komplex verschieden ist von 
dem Komplex. den die Nukleinsauresyntheseaktivitat und/oder das Gleitklammer- 
protein mit ihren naturlichen Wechselwirkungspartner (n) ausbildet. 

Es ist somit mittels dem erfindungsgemaBen rekombinanten chimaren Protein mog- 
30 lich eine Nukleinsauresyntheseaktivitat an ein Gleitklammerprotein zu binden wel- 
ches jene Nukleinsauresyntheseaktivitat, wie es beispielsweise in der Natur vor- 



wo 01/11051 



PCT/DEOO/02657 



21 

kommt nicht binden kann. Der naturliche Wechselwirkungspartner ist also ein Partner 
wie er innerhaib eines Organismus unter normalen physiologischen Bedingungen an 
der der NukleinsaUresyntheseaktivitat gebunden vorliegen kann. 

Erfindungsgemaa wird die Aufgabe gelOst durch ein Chimares Protein umfassend 
einen NukleinsauresyntheseaktivitSt aufweisenden Anteil, wobei der Anteil aus einem 
einen NukleinsaUresyntheseaktivitat aufweisenden Anteil and einen Wechselwirkung 
vermittelnden Anteil umfassenden Basisprotein stammt, und mindestens einen eine 
Wecliselwirkung vermittelnden Anteil. wobei der Wechselwirkung vermittelnde Anteil 
10 verschieden ist von dem Wechselwirkung vermittelnden Anteil des Baslsproteins, 
sowie ein ChimSres Protein umfassend einen Nukleinsauresyntheseaktivltat aufwei- 
senden Anteil, wobei der Anteil aus einem Basisprotein stammt, das einen Nuklein- 
sauresyntheseaktivltat aufweisenden Anteil aber keinen Wechselwirkung vermitteln- 
den Anteil umfaBt, und einen Wechselwirkung vermittelnden Anteil. 

ErfindungsgemaS wird die Aufgabe weiterhin gelost durch ein Verfahren zur Tem- 
plate-abhangigen Elongation von Nukleinsauren, wobei die zu elongierende Nuklein- 
sSure Oder zumindest ein Strang davon mit mindestens einem Primer unter Hybridi- 
sierungsbedingungen versehen wird, wobei der Primer hinreichend komplementar zu 
20 einem Teil der oder einem flankierenden Bereich der zu elongierenden Nukleinsaure 
ist und durch eine Polymerase in Anwesenheit von Nukleotiden eine Primer- 
Elongation erfolgt, dadurch gekennzeichnet, daS als Polymerase ein erfindungsge- 
maBes rekombinantes chimSres Protein venwendet wird und daB bevorzugtenweise 
ein Gleitklammerprotein in der Reaktion voriiegt. 



Im Sinne der voriiegenden Erfindung ist unter „rekombinant" zu verstehen, wenn das 
chimare Protein beispielsweise gentechnisch hergestellt wird (siehe ..Gentechnolo- 
gie", Rompp Basislexikon Chemie. Georg Thieme Veriag 1998) oder aber beispiels- 
weise wenn es chemisch synthetisiert wird. 

30 

Weitere Ausfuhrungsformen ergeben sich aus den Unteransprtichen. 
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Der Erfindung liegt die ub^rraschende Erkenntnis zugrunde, daU es moglich ist aus- 
gehend von einem eine Nukleinsauresyntheseaktivitat aufweisenden Protein, hierin 
im folgenden als Basisprotein bezeichnet, die Prozessivitat dieses Proteins, genauer 
der Nukleinsauresyntheseaktivitat dadurch zu erhohen, da& es mit einem die Pro- 
zessivitat erhohenden Faktor, wie einem Gleitklammerprotein, in Wechseiwirkung 
tritt, mit dem das Basisprotein als solches nicht in Wechseiwirkung treten kann. bzw. 
fur den Fall, dali es in Wechseiwirkung treten kann, dies nicht mit einer ErhShung der 
Prozessivitat verbunden ist Dies wird dadurch bewerkstelligt, daU das die Nuklein- 
10 sauresyntheseaktivitat-tragende Protein mit einer Gruppe von mehreren Aminosau- 
ren versehen wird, typischerweise in der Form einer konsekutiven Aminosaurese- 
quenz, die hierin als Wechseiwirkung vermittelnde oder Wechseiwirkung bedingende 
Sequenz bezeichnet wird. und damit eine Wechseiwirkung zwischen dem besagten 
Protein und einem die Prozessivitat erhohenden Faktor erst moglich wird. Damit wird 
das oben geschilderte Problem des Standes der Technik bestehend in einer fehlen- 
den Kompatibilitat der eigentlich erwunschten Einzelkomponenten eines eine Nu- 
kleinsauresyntheseaktivitat tragenden Komplexes uberwunden. 

Ohne darauf beschrankt sein zu wollen, ergeben sich somit zumindest die folgenden 
20 drei Moglichkeiten, was die Ausbildung eine derartigen chimaren, eine Nukleinsaure- 
syntheseaktivitat tragenden Proteins anbelangt. 

Das dem chimaren Protein zugrundeliegende Basisprotein kann dabei in zwei grund- 
satzlichen Formen vorliegen. in der ersten Form umfa&t das Basisprotein lediglich 
die Nukleinsauresyntheseaktivitat. jedoch keine Sequenz (hierin auch als Domane 
bezeichnet, die. insbesondere in vivo, eine Wechseiwirkung zwischen der Nuklein- 
sauresyntheseaktivitat und einem Prozessivitatsfaktor vermittein kann oder konnte, 
insbesondere nicht dergestalt, als daB durch die Wechseiwirkung eine Erhohung der 
Prozessivitat erreicht wird. 

30 
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In einer zwelten Form umfa&t das Basisprotein eine NukleinsEiuresyntheseaktivitat 
und zusStzlich eine Sequenz, die, insbesondere in vivo, eine Wechseiwirkung zwi- 
schen der Nukieinsauresyntheseaktivitat und einem Prozessivitatsfaktor vermittein 
kann oder konnte, insbesondere dergestalt, als dali durch die Wechseiwirkung eine 
Erhohung der Prozessivitat erreicht wird. 

Das erfindungsgemaSe chimare Protein kann ausgehend von den verschiedenen 
Formen des Basisproteins in verschiedenen grundsatzlichen Ausftihrungsformen 
vorliegen. 

(i) Eine erste Ausfuhrungsform des chimaren Proteins sieht vor, dali die erste 
Form des Basisproteins verwendet wird und daran eine eine Wechseiwirkung mit 
einem die Prozessivitat der Nukieinsauresyntheseaktivitat erhOhenden Faktor ver- 
mittelnde Sequenz angefugt wird. Diese Anfugung erfolgt typischenA^eise dadurch, 
daS die Wechseiwirkung vermittelnde Sequenz sich der Sequenz der Nukieinsaure- 
syntheseaktivitat, gegebenenfalls getrennt durch einen Linker, anschlieBt. In dieser 
ersten Ausfuhrungsform des chimaren Proteins wird somit das Basisprotein um eine 
eine Wechseiwirkung vermittelnde Sequenz erganzt. 



20 (ii) In einer zweiten Ausfuhrungsform des chimaren Proteins wird die zweite 

Form des Basisproteins verwendet Dabei wird die dem Basisprotein immanente eine 
Wechseiwirkung mit einem die Prozessivitat der Nukieinsauresyntheseaktivitat erho- 
henden Faktor vermittelnde Sequenz durch eine andere eine Wechseiwirkung mit 
einem die Prozessivitat der Nukieinsauresyntheseaktivitat erhohenden Faktor ver- 
mittelnde Sequenz ausgetauscht. Diese andere Sequenz kann dabei von einem an- 
deren Gen des gleichen Organismus. vom gleichen Gen eines anderen Organismus 
Oder von einem anderen Gen eines anderen Organismus stammen und ist somit in 
einem jeden Fall eines anderen Ursprungs. Infolgedessen wird durch eine derartige 
Konstruktion. ggf. erstmals, ggf. aber auch nur in verstarktem MaSe, eine Wechsel- 

30 wirkung zwischen der Nukieinsauresyntheseaktivitat des Basisproteins und einem 
die Prozessivitat der Nukieinsauresyntheseaktivitat erhohenden Faktor moglich. 
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(iii) In einer dritten.AusfQhrungsform des chimaren Proteins wird die zweite 
Form des Basisprbteins verwendet. Dabei wird die dem Basisprotein immanente eine 
Wechselwlrkung mit einem die Prozessivitat der Nukieinsauresyntheseaktivitat erho- 
henden Faktor vermlttelnde Sequenz erganzt durch eine andere eine Wechselwir- 
kung mit einem die Prozessivitat der Nukieinsauresyntheseaktivitat erhohenden 
Faktor vermittelnde Sequenz. Diese andere Sequenz kann dabei von einem anderen 
Gen des gleichen Organismus, vom gleichen Gen eines anderen Organismus Oder 
von einem anderen Gen eines anderen Organismus stammen und ist somit in einem 
10 jeden Fall eines anderen Ursprungs. Infolgedessen wird durch eine derartige Kon- 
struktion, ggf. erstmals, ggf. aber auch nur in verstarktem Malie, eine Weohselwir- 
kung zwischen der Nukieinsauresyntheseaktivitat des Basisproteins und einem die 
Prozessivitat der Nukieinsauresyntheseaktivitat erhohenden Faktor moglich. 

Fur alle der oben geschilderten Ausfuhrungsformen des chimSren Proteins kann man 
feststellen, da& sich typischerweise die (Aminosaure-)Sequenz eines derartigen chi- 
maren Proteins von der Sequenz des Basisproteins. Unterscheidet. Eine weitere, 
allerdings nicht obligatorische Folge kann darin gesehen werden, da& der durch das 
chimare Protein ausgebildete Komplex aus Nukieinsauresyntheseaktivitat aufwei- 
20 sendem Protein und Prozessivitat erhShendem Faktor verschieden Ist von dem 
Komplex aus Basisprotein und Prozessivitat erhShendem Faktor. 

Als Basisproteine eignen sich alle in der Einleitung hierin erwahnten Proteine, Poly- 
merasen und Elongationsproteine, deren Offenbarung hiermit durch Bezugnahme 
hierin aufgenommen werden. Gleiches gilt fur die anderen Komponenten, insbeson- 
dere derjenigen des Replikationsapparates, wie Prozessivitatsfaktoren, Gleitklam- 
merproteine und Wechselwirkung-vermittelnde oder Wechselwirkung-bedingende 
Sequenzen. SchlieRlich gelten auch fur diesen Teil der Offenbarung die in der Ein- 
leitung gegebenen Definitionen. 
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Wenngleich die Nukleinsauresyntheseaktivitat aus einer Vielzahl von Organismen 
stammen kann so ist es bevorzugt, wenn sie z.B. aus dem Organismus Carboxydo- 
thermus hydrvgenoformans (European Patent Application EP 0 834 569 A1) oder ei- 
nem der Organismen wie z.B. Thermus aquaticus, Thermus caldophilus, Thermus 
chliarophilus, Thermus filiformis, Thermus flavus, Thermus oshimai, Thermus mber, 
Thermus scotoductus, Thermus silvanus, Thermus species Z05, Thermus species 
sp. 17, Thermus thermusphilus, Therotoga maritime, Therotoga neapolitana, Ther- 
mosipho africanus, Anaerocellum thermophilum, Bacillus caldotenax, oder Bacillus 
stearothermophilus stammt 

Sofern hierin von Sequenz gesprochen wird, wird damit in der Regel Bezug genom- 
men auf eine Aminosauresequenz. Nukleinsauresequenzen werden in der Regel di- 
rekt als Nukleinsauresequenzen angesprochen. 

Die verschiedenen fur die erfindungsgemaBen rekombinanten chimaren Proteine 
codierenden NukleinsSuren konnen von den Fachleuten auf dem Gebiet mittels des 
genetischen Codes leicht emnittelt und sodann synthetisiert werden. Den Fachleuten 
sind ebenfalle geeignete Vektoren zur Klonierung und Expression der erfindungsge- 
maaen rekombinanten chimaren Proteine sowie Verfahren zu deren bevorzugterwei- 
se rekombinanten Produktion bekannt (siehe z.B. Maniatis et al.; aaO). 

Den Fachleuten ebenfalls bekannt sind Verfahren zur Herstellung von Antikorpern. 
einschlieSlich monoklonalen Antikorpern, die gegen die erfindungsgemaBen rekom- 
binanten chimaren Proteine gerichtet sind. 

Das erfindungsgema&e rekombinante chimare Protein kann zur Elongation von 
Nukleinsauren venA/endet werden, z. B. zur Polymerase-Ketten-Reaktion. DNA- 
Sequenzierung, zur Markierung von Nukleinsauren und anderen Reaktionen. die die in 
vitro Synthese von Nukleinsauren beinhalten. 
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Ein weiterer Gegenstand der vorllegenden Erfmdung ist daher ein Verfahren zur 
Template-abhangigen Elongation, wobei die zu elongierende Nukleinsaure oder 
zumindest ein Strang davon mit mindestens einem Primer unter 
Hybridisierungsbedingungen versehen wird, wobei der Primer hinreichend 
komplementar zu einem Teil der oder eInem flankierenden Bereich der zu 
elongierenden Nukleinsaure ist und durch eine Polymerase in Anwesenheit von 
Nukleotiden eine Primer-Elongation erfolgt, wobei als Polymerase ein 
erfindungsgemaBes rekombinantes chimares Protein verwendet wird und in einer 
bevorzugten Ausfuhrungsform weiterhin ein Gleitklammerprotein in der Reaktion 
bzw. im Reaktionsansatz vorliegt. 

Verfahren zur Template-abhangigen Elongation von Nukleinsauren, bei denen die 
Elongation ausgehend von einem Primer erfolgt, der an die Template-Nukleinsaure 
anhybridisiert wurde und ein freies 3 -OH-Ende fur die Elongation zur Verfugung stellt. 
sind dem Fachmann bekannt. Zur Amplifikation wird insbesondere eine 
Polymerasekettenreaktion durchgefuhrt. Hierbei wird ubiicherweise von einer 
doppelstrangigen DhJA-Sequenz ausgegangen, von welcher ein bestimmter Zielberelch 
ampllfiziert werden soil. Hierbei werden zwei Primer eingesetzt, welche zu der 
Zielsequenz flankierenden Bereichen auf jeweils einem Teilstrang des DNA- 
Doppelstranges komplementar sind. Zur Anhybridisierung der Primer werden allerdings 
die DNA-Doppelstrange zuerst denaturiert, insbesondere thermisch aufgeschmolzen. 
Nach Anhybridisierung der Primer erfolgt eine Elongation mittels der Polymerase, 
daraufhin wird nochmals denaturiert und damit die neu gebildeten DNA-Strange von 
den Template-Strangen getrennt. woraufhin fur einen weiteren Elongationszyklus 
neben den ursprunglichen Templatestrangen auch die im ersten Schritt gebildeten 
Nukleinsaurestrange als Template zur Verfugung stehen. diese jeweils erneut mit 
Primern hybridisiert werden und eine emeute Elongation stattfindet Diese 
Vorgehensweise wird zyklisch durchgefuhrt unter jeweils thermischer Denaturierung als 
Zwischenschritte. 
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Auch moglich ist die Anwendung des erfindungsgemaBen rekombinanten chimare 
Proteins in der reversen Transkription, wobei entweder das erfindungsgemaBe Protein 

< 

selbst Reverse-Transkriptase-Aktivitat besitzt, oder aber zusatzlich ein geeignetes 
Enzym hinzugefugt wind, das eine Reverse-Transkriptase-Aktivitat aufweist, 
unabhangig davon ob der themnostabile in vitro Komplex selbst eine Reverse- 
Transkriptase-Aktivitat hat. 

Zur erfindungsgemas bevorzugten reversen Transkription von RNA in DNA wird 
ebenfalls ein erfindungsgemaSes rekonnbinantes chimares Protein eingesetzt, wobei 
10 dessen Nukleinsauresyntheseaktivitat selbst eine Reverse Transkriptase-Aktivitat 
aufweist. Diese Reverse Transkriptase-Aktivitat kann die einzige Polymeraseaktivitat 
sein, kann aber auch zusatzlich zu einer vorhandenen 5'-3'-DNA-Polymeraseaktivitat 
vorliegen. Eine erfindungsgemaB bevorzugte Ausfuhrungsform des rekonnbinanten 
chimaren Proteins umfafit das Elongationsprotein aus dem Organismus 
Carboxydothermus hydrogenofomnans wie offenbart in EP-A 0 834 569 stamnnt. 

Eine weitere bevorzugte Verwendung des erfindungsgemSlien rekombinanten 
chimaren Proteins ist die Sequenzierung von Nukleinsauren ausgehend von 
mindestens einem Primer, der zu einem Teil der zu sequenzierenden Nukleinsaure 

20 hinreichend komplementar ist, wobei wiederum eine Template-abhangige Elongation 
Oder aber bei Sequenzierung von RNA eine Reverse Transkription unter Venwendung 
von Deoxynukleotiden und Dideoxynukleotiden gemaS der Methode von Sanger 
durchgefiihrt wird. Als Deoxynukleotide oder Dideoxynukleotide werden im Rahmen 
dieser bevorzugten Ausfuhrungsfomn auch die oben beschriebenen jeweiligen Derivate 
als geeignet angesehen. Insbesondere ist es fQr die erfindungsgemaBen Verfahren zur 
Elongation von Nukleinsauren bevorzugt, daB die gebildeten Nukleinsauren markiert 
werden. Hierzu ist es moglich, markierte Primer und/oder markierte Deoxynukleotide 
oder/und markierte Dideoxynukleotide und/oder markierte Ribonukleotide oder jeweils 
entsprechende Derivate, wie sie oben berelts beispielsweise beschrleben sind, 

30 einzusetzen. 
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Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur Markiemng 
von Nukleinsauren durch Einfugung einzelner Bruche in Phosphodiesterblndungen der 
Nukleinsaurekette und Ersatz eines Nukleotids an den Bnjchstellen durch ein 
markiertes Nukleotid mit Hilfe einer Polymerase, wobei als Polymerase ein 
erfindungsgemaBer thermostabiler in vitro-Komplex eingesetzt wird. 

Ein solches Verfahren, allgemein Nick-Translation genannt, ermoglicht eine einfache 
Markierung von Nukleinsauren. Alle oben bereits beschriebenen markierten 
Ribonukleotide oder Deoxyribonukleotide oder Derivate davon sind hierfur geeignet, 
1 0 solange die Polymerase sie als Substrat akzeptiert. 



Die Erfindung wird anhand der folgenden Beispiele und Figuren weiter eriautert, aus 
denen sich weitere Vorteile und Ausfuhrungsformeh ergeben, dabei zeigt 

Fig. 1 vier Sequenzalignments von verschiedenen Elongationsportein- 

domanen; 

Fig. 2 eine schematische Darsteliung des erfindugnsgemaQen rekombinanten 

chimaren Proteins; 
20 Fig. 3 vier Konsensussequenzen von Gleitklammerproteinen; 

Fig. 4 in tabellarischer Form das Ergebnis eines Hefe-Zweihybrid-system; 

Fig. 5, 5 A-C Alignments mehrerer konservierter Regionen der Wechselwirkung be- 

dingenden Sequenz; 

Fig. 6 A die gesamte Sequenz einer AusfQhrungsform eines erfindungs- 

gemaBen rekombinanten chimaren Proteins; 

Fig. 6 B eine graphische Darsteliung des prinzipiellen Aufbaus eines erfin- 

dungsgemaBen chimaren Proteins; 

Fig. 7 das Ergebnis einer unter Verwendung eines erfindungsgemaSen chima- 

ren Proteins durchgefuhrten Polymerase-Kettenreaktion; 
30 Fig. 8 A eine Darsteliung aller Fragmente von Af0497, die mit dem Gleitklam- 

merprotein von Archaeoglobus fulgidus (Af0335) wechselwirken; 
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ein Alignment C-terminaler Sequenzen verschledener Gene vo nAr- 
chaeglobus fylgidus; 

das Ergebnis eines Hefe-Zweihybridexperimentes, das die Wechselwir- 
kung zwischen einem Elongationsprotein und einem Gleltklammerpro- 
tein darstellt; und 

das Ergebnis der Amplifikation genomischer DNA unter Verwendung 
eines erfindungsgenr»aiien rekombinanten chimaren Proteins. 

Beispiel 1 : Anwendung des Hefe-Zweihybridsystems zur Bestimmung der fiir 
die Wechselwirkung zwischen Replikationsfaktoren und Gleitklammerprotein 
bedeutsamen Aminosauren 

Zur Bestimmung der Binderegion von Gleitklammerproteinen (hierin im folgenden als 
GKP b^zeichnet) und Replikationsfaktoren (hierin im folgenden als RF bezeichnet) 
wird das Hefe-Zweihybridsystem (Fields S.. Song O., Nature 1989 Jul 20; 340 
(6230):245-6) verwendet. Die Gene fiir GKPs und RFs werden in den Vektoren 
pGBT9 und pGAD424 (CLONTECH Laboratories, Inc.). exprimiert, so daR 
Fusionsproteine mit der DNA-Bindedomane bzw. der Aktivierungsdomane von GAL4 
entstehen: DNA wird mittels der bekannten Verfahren aus dem Organismus 
Archaeoglobus fulgidus (DSM No. 4304) gereinigt Die Aufzucht der MIkroorganismen 
geschah hierbei durch die DSM (Deutsche Sammlung fOr MIkroorganismen). Dann 
werden die offenen Leseraster der Gene mittels PGR aus genomischer DNA von 
Arvhaeoglobus fulgidus amplifiziert. Die solchermaBen erhaltene DNA wird in die 
Vektoren pGBT9 und pGAD424 kloniert. Andere Vektoren, die im Zweihybridsystem 
venwendet werden, eignen sich auch fOr das im Folgenden beschriebene Verfahren 
(darunter sind zum Beispiel pAD-GAL4-2.1. pBD-GAL4, pBD-GAL4 Cam, pCMV-AD, 
pCMV-BD, pMyr. pSos. pACT2. pAS2-1, pHISi, pLexA, pM, pHISi-1. pB42AD, pVP16. 
pGADIO, pGBKT7. pLacZi, p8op-lacZ, pGAD GH, pGilda, pAD GL, pGADT7, 
pGBDU, pDBLeu. pPC86, pDBTrp, die erhaltlich sind von CLONTECH Laboratories, 
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Inc.). Zusatzlich werden veranderte Klone in die gleichen Vektoren kloniert, Bel den 
veranderten Klonen handelt es sich urn Deletionsmutationen und um Mutationen 
betreffend einzelne Oder mehrere Aminosauren des GKP und/oder des RF. 
AnschlieSend wird die FShigkeit der veranderten Klone. im Zweihyb rid system 
miteinander zu interagieren, gemessen. Dadurch wird es moglich, Domanen oder 
sogar einzelne Aminosaurereste zu bestimmen, die fur die Interaktion wichtig oder 
essentieil sind. 

Es gibt eine Reihe von Methoden, Deletionen in ein Gen einzufuhren. Eine Methode zur 
Herstellung von Deletionen besteht darln, DNA-Fragmente herzustellen, die die Gene 
fur das GKP oder den RF enthalten. Diese Fragmente werden entweder durch PGR 
Oder durch Restriktionsverdau aus einem geeignetem Vektor gewonnen. Des 
weiteren wird genomische DNA des Organisimus verwendet, aus dem die beiden 
Proteine stammen. Diese verschiedenen DNA-Fragmente und die genomische DNA 
werden durch Ultraschallbehandlung zerkleinert und Fragmente, die Langen 
zwischen der Gesamtlange der Gene und etwa 100 Basen aufweisen, werden durch 
praparative Agarosegelelektrophrese gereinigt. Die Enden der Fragmente werden 
durch Behandlung mit einem geeigneten Enzym (Klenow, Pwo-Polymerase, oder 
andere) aufgefulit bzw. abverdaut, so da& beide Strange die gleiche Lange haben und 
somit glattendig ("blunt") sind. Diese Fragmente werden nun durch Ligation in einen 
mit Smal geschnittenen (oder anders linearisierten und blunt gemachten) pGAD424 
und pGBT9 Vektor, oder andere geeignete Vektoren. eingebaut. So entstehen 
Banken von einer Vielzahl von Subfragmenten der Gene fur GKP und RF, jeweils in 
beiden Vektoren des Zweihybridsystems. Die DNA dieser Banken wird nach 
Transformation in Escherichia coli vemriehrt und gereinigt. Im nSchsten Schritt werden 
die beiden Banken in einen fur das Zweihybridsystem geeigneten haplolden 
Hefestamm transfomniert, so da& die Fusionen aus GKP bzw. RF mit der GAL4 DNA- 
Bindedomane in einem Stamm mit einem anderen Paarungstyp vorliegen als die 
Fusionen aus RF bzw. GKP der GAL4 Aktivierungsdomane. Durch Paarung der 
beiden Stamme werden nun diploide Zellen erzeugt, in denen die Plasmide aus 
beiden Banken in derselben Zelle vorliegen. Als Stamm eignet sich PJ69-4 (James P. 
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Halladay J. Craig EA, Genetics 1996 Dec; 144(4): 1425-36) oder jeder andere Stamm 
mit einem fOr das Zweihybridsystem geeigneten Genotyp. Zetlen, in denen die 
Reportergene aktiviert werden, werden isoliert, und die Plasmid-DNA daraus durch 
Praparation gewonnen, oder die Inserts durch PGR spezifisch vermehrt. Die 
Sequenzen der Fusionsfragmente werden durch DNA-Sequenzanalyse emnittelt Die 
Bindungsregion (oder die Bindungsregionen) wird (werden) durch Bestimmung jener 
Bereiche ermittelt, die in alien Klonen (oder die in bestimmten Gruppen von Klonen 
immer gefunden werden), bel denen es zu einer Wechselwirkung der beiden RF und 
GKP umfassenden Fusionsproteine kommt Diese Bestimmung wird fiir jedes der 
Gene viennal durchgefQhrt: einmal mit der Bank im Vektor mit der 
Aktivierungsdomane (praferentiell: pGAD424) und einmal mit der Bank im Vektor mit 
der DNA-Bindedomane (praferentiell: pGTB9), jeweils einmal mit dem 
Gesamtiangenklon des Bindepartners und einmal mit der Genbank der Fragmente. 

Durch die beschriebenen Versuche ist es mdglich, minimale Binderegionen zu 
definieren, die man fOr die Konstruktion von rekombinanten chimaren Proteinen mit 
Affinitat fUr GKP nutzen kann. Zur genaueren Charakterisierung der Binderegion 
werden AminosSuremutationen eingefuhrt und deren Wirkung auf die 
Bindeeigenschafl getesteL Dadurch wird der Bereich welter eingeengt und die an der 
Bindung beteiligten Positionen im Protein bestimmt. In einem parallelen Ansatz wird 
durch das Einfuhren zufalliger Mutationen in die Binderegion und der Analyse der 
Wirkung auf die Bindung ebenfalls die an der Bindung beteiligten Positionen 
bestimmen. In beiden Fallen wird bestimmt, ob die Mutationen das Protein instabil 
machen und also einen indirekten Effekt haben, oder ob sie keine Auswirkungen auf 
die Stabilitat des Proteins haben und so einen direkten Effekt haben. 

Die hierfur notigen experimentellen Verfahren sind beschrieben in Maniatis et al. 
{Molecular Cloning (2"'^ edition, 3 Volume set): A laboratory Manual, Cold Spring Harbor 
Laboratory Press, N.Y.(1989)), in Ausubel et al (Current Protocols in Molecular Biology, 
John Wiley and Sons (1988)), in Abelson. J.N., and Simon, M.I. (Editoren) 1991 
(Methods in Enzymology, Volume 194, Guide to Yeast Genetics and Molecular 



wo 01/11051 



PCT/DEOO/02657 



Biology, Academic Press, ) oder In Adams, A. Gottschling, D.E. Kaiser, CA, and 
Stearns, T., 1997, (Methods in Yeast Genetics, Cold Spring Harbour Laboratory Press), 
Die Handhabung des Zweihybridsystems (two-hybrid system) erfolgte gemaB der 
Anleitung der Firma Ciontech (yeast protocols handbook. PT3024-1. 

Beispiel 2: Weitere Verfahren zur Kartierung der Bindungsregion von GKP 
und RF 

Es wurden GKP und RF als rekombinante Proteine gewonnen. Jeweils eines der 
10 beiden Proteine wurde an einem Trager immobilisiert, dann wurde das jeweils ande- 
re Protein in ungebundener Form zugeben, um die Bindung an den immobilisierten 
Partner erlauben. Freies, d.h. nicht gebundenes Material wurde ausgewaschen, und 
das gebundene Protein z.B. durch Denaturierung eluiert. Die Menge des gebunde- 
nen Proteins ist ein Mass fur die Bindung (z.B. angewandt in Anderson D, Koch CA, 
Grey L, Ellis C, Moran MF, Pawson T, Science 1990 Nov 16;250(4983):979-82). 

Die Analyse von Deletionsmutanten der Proteine und von Mutanten mit veranderter 
Aminosauresequenz eriaubte die Kartierung der Bindungsregion. Deletionen konnen 
durch proteoiytischen Verdau oder mittels der rekombinanten Expression von dele- 
20 tierten Genen erzeugt werden. In gleicher Weise kann man durch Co- 
Immunprazipitation aus Zellextrakten, die deletierte Formen der Proteine enthalten, 
die Binderegion bestimmen. Die Kompetition der Bindung durch Peptide kann Auf- 
schlu& uber die Sequenz der Binderegion geben. 

Eine weitere Mdglichkeit zur Kartierung der Binderegion besteht darin, Peptide her- 
zustellen und die Bindung der Peptide an da$ jeweils andere Protein zu messen. Die 
Sequenz der Peptide kann zufallig (Songyang Z, Prog Biophys Mol Biol 1999;71(3- 
4):359-72) oder auf der Aminosauresequenz des Proteins beruhen, dessen Bindere- 
gion identifiziert werden soli (petide scans, Brix J, Rudiger S, Bukau B, Schneider- 
30 Mergener J. Pfanner N. J Biol Chem 1999 Jun 4:274(23): 16522-30). Solche Peptide 
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konnen durch chemische Synthase oder durch andere Methoden wie phage display 
hergestellt und zur Bindung angeboten werden. Ein Beispiel ist in Fig. 3 gezeigt. Hier 
wurden durch Alignments verschiedene Konsensussequenzen ermittelt. die zur Her- 
stellung derartiger Peptide geeignet sind. 

Ein weiteres Verfahren besteht darin, Antikorper herzustellen gegen Epitope des 
Proteins, dessen Binderegion identifiziert werden soil. Wenn der Antikorper die Bin- 
dung inhibiert, so Qberschneidet sich das Epitop es Antikorpers mit der Binderegion 
(Z.B. Fumagalli S, Totty NF, Hsuan JJ, Courtneidge SA, Nature 1994 Apr 
10 28;368(6474):871-4). 

SchlieSlich besteht eine Moglichkeit zur Bestimmung oder Kartierung der Binderegi- 
on (Wechselwirkung-bedingende Sequenz) darin. die Feinstruktur des Komplexes 
mit den Methoden der ROntgenstrukturanalyse, der Nuclear Magnetic Resonance 
Oder der Elektronenmikroskopie aufzukiaren. 

Beispiel 3: Studium der Wecliselwirkung von Proteinen aus Archaeoglobus 
fulgidus unter Verwendung des Hefe-Zweiliybridsystems (Y2H) 

20 Die kodierenden Bereiche von Genen aus Archaeoglobus fulgidus, deren Genpro- 
dukte In vitro als Wechselwirkung-bedingende Sequenz und/oder Nukleinsaure- 
synthseaktivitat verwendet werden kSnnen, wurden mittels PGR amplifiziert, in die 
Vektoren pGBT9 (vertikale Spalten der Fig. 9) und pGAD424 (horizontale Reihen der 
Fig. 9) kloniert und durch gap-repair in Hefe PJ69-4a (fur pGAD424) und PJ69- 
4alpha (fur pGBT9) als Hybridproteine zur Expression gebracht. Ebenso wurde eine 
positive Kontrolle mittels PGR amplifiziert. in die Vektoren pGBT9 und pGAD424 
(siehe auch horizontale Reihen der Fig. 9) kloniert und durch gap-repair in den He- 
festamm PJ69-4a (fQr pGAD424) und PJ69-4alpha (fOr pGBT9) als Hybridproteine 
zur Expression gebracht. Diploide Zellen, die beide Vektoren enthalten. wurden 

30 durch Paarung erzeugt. Die Expression von drei unabhSngigen Repprtem {HIS3, 
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ADE2 und MEL1) wurde gemessen. Die Expression des HIS3 bzw. ADE2 Gens fQhrt 
zu einer Histidin- bzw. Adenin-Prototrophie der Zellen. Transkription des MEL1 Ge- 
nes ftihrt zur Produktion des Beta-Galaktosidase Enzyms, dessen Aktivitat sich z.B. 
Liber eine Farbreaktion nachweisen laSt. In dem in Fig. 9 gezeigten Experiment 
wachsen jene Zellen in einem Histidin- und Adenin-Mangelmedium, die beide Vekto- 
ren tragen und in denen zudem die Expressionsprodukte dieser beiden Vektoren an- 
einander binden. Die Interaktion der Fusionsproteine bewirkt die Rekonstitution eines 
funktionellen Transkriptionsfaktors, der die Transkription der Reportergene initiiert. 
Die Produktion der auf den Reportergenen codierten Proteine fiihrt zu einer Aufhe- 
10 bung der Histidin- und Adenin-Auxotrophie. Dies wird dadurch bedingt, da& in Folge 
der Bindung der Expressionsprodukte eine Transkription initiiert wird, die dazu fuhrt, 
daB die Zellen wachsen konnen. 

Alle hier positiven Klone waren auch positiv bezuglich der Expression des MEL1- 
Gens. Die Handhabung des two-hybrid systems erfolgte gema& der Anieitung der 
FIrma Clontech (yeast protocols handbook, PT3024-1). 

Beispiel 4: Ermittlung der Wechselwirkung bedingenden Sequenz von Af0497 

20 Zur Ermittlung der Wechselwirkung-bedingenden Sequenz auf dem Protein Af0497 
(ein Elongationsprotein). die die Wechselwirkung mit dem Gleitklammerprotein be- 
dingt, wurde zunachst die DNA des Gens fur Af0497 durch Restriktion eines geeig- 
neten Vektors, welcher eine Elongationsprotein beinhaltete welches eine Wechsel- 
wirkung-bedingende Sequenz umfaBte gewonnen. Diese DNA wurde dann durch 
Ultraschall fragmentiert und in die beiden Vektoren pGAD424 und pGBDU ligiert. So 
entstanden Banken von verschiedenen Fragmenten des Gens in den beiden Vekto- 
ren. Als nachstes wurde unter Verwendung des Hefe-Zweihybridsystems ermittelt, 
welches dieser Fragmente eine Wechselwirkung mit Af0335 bedingen kann. Dazu 
wurden beide Banken in geeignete Hefestamme (pGAD424: PJ69-4a. PGBDU: 

30 PJ69-4alpha) transformiert. Durch Paarung der Hefestamme wurden dann diplotde 
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Zellen erzeugt, die sowohl die Banicen (Af 0497) als auch das Gleitkiammerproteins 
in einem fur die Verwendung der Zwei hybrid systems passenden Vektor enthalten. 
Alle Klone, die deh H1S2 Reporter (siehe oben) aktivierten, wurden auf Flatten ohne 
Histidin isoliert, und die Inserts wurden durch PGR von der Hefekolonie selektiv am- 
plifiziert. Die Sequenz der Inserts wurde ermittelt und ihre Position am Gen Af0497 
bestimmt Das Ergebnis ist in Figure 8A graphisch dargestellt: Alle gefunden Klone 
mit Ausnahme eines Klons beinhalteten das carboxyterminale Ende des Elonagti- 
onsproteins, welches eine oder mehrere Wechselwirkung-bedingende Sequenz um- 
faSt. Der kleinste Klon bestand aus 51 Aminosauren. 

Um zu ermittein, ob die Wechselwirkung-bedingende Sequenz des homologen Pro- 
teins eines anderen Organismus ebenfalls am carboxyterminalen Ende des Proteins 
beinhaltet ist, wurde das Experiment mit dem Polymeraseprotein und dem Gleit- 
klammerprotein aus Pyrococcus horikoshi wiederholt. Dazu wurden Banken der gro- 
Ben Untereinheit der Polymerase aus P. horikosii hergestellt und wie mittels des 
oben beschriebenen Verfahrens auf Interaktion mit dem Gleitklammerprotein aus P. 
horikosii getestet. Wieder umfaBten die interagierenden Fragments das cartDoxyter- 
minale Ende des Elonagtionsproteins. 

20 Um zu uberprufen, ob die Wechselwirkung zwischen dem carboxyterminalen Ende 
des Proteins Af0497 und dem Gleitklammerprotein spezifisch ist, wurde getestet, ob 
das carboxyterminal Proteinfragment von Af0497 mit anderen Proteinen aus Ar- 
chaeglobus fulgidus und anderen Organismen ebenso wechselwirkt. In keinem Fall 
konnte eine Wechselwirkung gemessen werden. was zeigt, daa die Bindung sehr 
spezifisch fur das Gleitklammerprotein ist, 

So bindet die Polymerase Taq nicht an das GKP (PCNA aus Archaeoglobus fulgi- 
dus), und as konnte im Hefe-Zweihybridsystem keinerlei Wechselwirkung gemessen 
werden. Um zu testen, ob das carboxyterminale Ende des Proteins Af0497 eine 
30 Wechselwirkung mit einem anderen Protein, an das es fusioniert ist, bedingen kann, 
wurde ein Fusionsprotein aus Taq und den carboxyterminale 51 Aminosauren von 
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Af0497 hergestellt. Diese Protein wurde im Hefe- Zweihybridsystem auf Wechselwir- 
kung getestet: Wie in Fig.. 4 dargestellt. bewirkte die Verpflanzung der Wechselwir- 
kung-bedingenderi Sequenz von Af0497 an Taq eine spezifische Wechselwirkung 
von Taq mit dem Gieitklammerprotein Af0335. Die Ergebnisse der entsprechenden 
Y2H-Experimente sind in Fig. 4 dargestellt. 

Das beweist, daB die Eigenschaft dieses Fragments (das carboxyterminale Ende des 
Elongationsproteins Af0497) eine Wechselwirkung mit dem Gieitklammerprotein 
Af0335 zu bedingen, auf ein anders Protein, insbesondere auf eine andere Polyme- 
10 rase, verpflanzt oder transferiert werden kann, um dort eine Wechselwirkung mit dem 
eigentlich fur Af0497 spezifischen Gieitklammerprotein hervorzurufen. 

Es wurde bei sechs Proteinen (siehe auch Fig. 5 und Fig. 5B) aus A. fulgidus eine 
Interaktion mit PCNA gemessen. Daraus ergibt sich, daB alle diese Proteine ahnlich 
Wechselwirkung-bedingende Sequenzen beinhalten, die die Wechselwirkung mit 
PCNA vermitteln. So z,B. die Polymerase delta grosse Unterelnheit (Af 0497. 
TREMBL Nummer: 029753), die Polymerase delta kleine Unterelnheit (Af 1790, 
TREMBL Nummer: 028484). DP2 (Af 1722, TREMBL Nummer: 028552), RPA2 
(Replication factor A), RFC2 (Replication factor C) und PCNA (Af 0335, TREMBL 
20 Nummer: 029912) 

Solche Wechselwirkung-bedingende Sequenzen sind in den letzten 50 Aminosauren 
des Proteins Af0497 enthalten. Bei einer Untersuchung der Proteine, die mit PCNA 
interagieren, ergab sich, da& aile ein Motiv enthalten, das knapp vor dem car- 
boxyterminalen Ende der Aminosauresequenz angeordnet ist. Eine Aufstellung der 
verwandten Sequenzen ist in Fig. 8B dargestellt, wobei ein schwarzer Balken den 
konservierten Bereich kennzeichnet. 

Dieses Motiv ist auch in anderen Organismen und Genen konserviert. Fig. 5 zeigt 
30 das Ergebnis der Suche nach solchen Wechselwirkung-bedingende Sequenzen so- 
wie die daraus generierten Konsensussequenzen. 
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Beispiel 5: Steigerung ^er Effizienz einer PGR bei Verwendung von PCNA als 
GKP und eines erfindungsgemaBen chimaren Elongations proteins 

Dieses Beispiel zeigt den EinfluR von PCNA auf die Effizienz einer PGR - Reaktion. 
In dieser PGR - Reaktion wurde ein 463 bp groRes Fragment ausgehend von Plas- 
mid-DNA amplifiziert. Als Polymerase wurde das Taqfusionsprotein. wie es auch in 
Fig. 6A dargestellt ist. verwendet. Die Reaktionsbedingungen ftir die PGR waren wie 
folgt: 0.4mM jedes dNTP (pH 8.3) und 20 pmol von jedem Primer in einer Reaktion. 
Zur Anwendung kam ein erster Primer (SEQ ID NO.: 13) mit der Sequenz 5'- 
AGGGGGTGGTGGGGAGGGGGGT-3' und ein zweiter Primer (SEQ ID NO.: 14) mit 
der Sequenz 5'-TGGAGCGGGGGGCGGGGCAGGT-3'. 

Es zeigt sich. daS die Fusion einer 60 Aminosauren grofien Domane an den G- 
Terminus der nativen Taq DNA Polymerase keinen nachteiligen EinfluB auf die Po- 
lymerase - Eigenschaften hat. da das Taqfusionsprotein per se schon ein Produkt in 
einer PGR - Reaktion liefert. Mittels dieser DomSne kann nun das Gleitklammerpro- 
tein. PGNA aus Archaeoglobus fulgidus. mit dem Taqfusionsprotein interagieren und 
In seiner Eigenschaft als Prozessivitatsfaktor die Effizienz der PGR - Reaktion erh6- 
hen, was sich in einer deutlich hdheren Ausbeute an PGR Produkt widerspiegelt. Das 
Ergebnis ist auch in Fig. 7 dargestellt. 



Beispiel 6: Hefe-Zweihybridsystem zum Nachweis der Wechselwirkung zwi- 
schen dem Elongationsprotein Af 0497 von Archaeoglobus fulgidus und dem 
Gleitklammerprotein Af 0335 von Archaeoglobus fulgidus 

Fig. 9 zeigt die Ergebnisse eines Y2H Experimentes. wobei die Reihe A mit Zellen 
bestOckt ist. die den leeren pGAD424 Vektor (Glontech. Palo Alto. USA) tragen. so 
daB eine Transkriptions-Aktivierungsdomane exprimiert wird; die Reihe B mit Zellen 



wo 01/11051 



PCT/DEOO/02657 



38 

bestuckt ist. die den pGAD424 Vektor tragen, von dem das Sacharomyces cereve- 
siae Gen CDC48 als Rusionsprotein mit der Transkriptions-Aktivierungsdomane 
exprimiert wird; di6 Reihe C mit Zellen bestuckt ist, die den pGAD424 Vektor tragen, 
von dem das Gleitklammergen aus Arvhaeoglobus fulgidus als Fusionsprotein mit 
der Transkriptions-Aktivierungsdomane exprimiert wird; die Reihe D nicht mit Zellen 
bestuckt ist und die Reihe E mit Zellen bestuckt ist, die den pGAD424 Vektor tragen, 
von dem das Elongationsproteingen aus Arvhaeoglobus fulgidus als Fusionsprotein 
mit der Transkriptions-Aktivierungsdomane exprimiert wird. 

10 Die Spalte 1 ist mit Zellen bestuckt, die den leeren pGBT9 Vektor (Clontech, Palo 
Alto, USA) tragen; die Spalte 2 ist bestOckt mit Zellen, die den pGBT9 Vektor tragen, 
von dem das Saccharomyces cerevisiae Gen UFD3 als Fusionsprotein mit der DNA- 
Bindedomane exprimiert wird; die Spalte 3 ist bestuckt mit Zellen, die den pGBT9 
Vektor tragen, von dem das Gleitklammerprotein aus Archaeoglobus fulgidus als Fu- 
sionsprotein mit der DNA-Bindedomane exprimiert wird; die Spalte 4 ist bestuckt mit 
Zellen, die den pGBT9 Vektor tragen, von dem das Kopplungsprotein aus Archaeo- 
globus fulgidus als Fusionsprotein mit der DNA-Bindedomane exprimiert wird, und 
Spalte 5 Ist bestuckt mit Zellen, die den pGBT9 Vektor tragen, von dem das Elonga- 
tionsprotein aus Archaeoglobus fulgidus als Fusionsprotein mit der DNA- 

20 Bindedomane exprimiert wird. 



Beispiel 7: Polymeraseketten-Reaktion von genomischer DNA unter Verwen- 
dung eines chimaren Eiongationsproteins 

Beispiel 7 zeigt den Einfluli des Gleitklammerproteins auf die Effizienz einer PGR - 
Reaktion an langeren DNA - Fragmenten unter Verwendung des erfindungsgema- 
Ben rekombinanten rekombinanten chimaren Proteins. In dieser PGR - Reaktion 
wurde ein 4954bp grodes Fragment ausgehend von humaner genomischer DNA 
amplifiziert. Als Polymerase wurde das erfindungsgemaBe rekombinante chimare 
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Protein verwendet. Die Bedingungen entsprechen den Stand ardbedingungen einer 
PCR-Reaktion: pH 8,3, 0,4mM jedes dNTP und 20 pmol von jedem Primer in einer 
Reaktion. EingeSetzt wurde ein erster Primer ((SEQ ID NO.: 15): 5'- 
AGGAACAACATATGACGCACTCT-3') und ein zweiter Primer ((SEQ ID NO.: 16): 
(5'-TAGGTGGCCTGCAGTAATGTTAG-3'). 

Es zeigt sich, daS nur das erfindungsgemaSe rekombinante chimare Protein, in sei- 
ner Sequenz dargestellt In Fig. 6A. unter Stimulation durch das Gleitklammerproteins 
PCNA ein eindeutiges und spezifisches PGR - Produkt generieren lieB. wahrend der 
gleiche Reaktionsansatz mit nativer Taq DNA-Polymerase kein eindeutiges Produkt 
ergab. Das erklart sich durch die Interaktion des Gleitklammerproteins mit dem erfin- 
dungsgemaS rekombinanten chimaren Protein und einer damit verbundenen gerin- 
geren Dissoziatlon des erfindungsgemaSen rekombinanten chimaren Proteins von 

der Ziel- DNA. 



Im folgenden werden die Figuren detaillierter besprochen. auf die in den vorstehen- 
den Beispielen zum Tell bereits Bezug genommen wurde. 

Samtliche Sequenzalignments, wie sie hierin in den folgenden Figuren offenbart wer- 
den, wurden mit dem BLAST Algorithmus nach Altschul, S.F., Gish, W. Miller, W., 
Myers.E.W.. and Lipman, D.J., J. Mol. Biol. 215. 403-410 (1990) erstellt. 

Fig. 1: 

Fig. 1 zeigt Sequenzalignments von insgesamt vier verschiedenen Elongations- 
proteindomSnen aus verschiedenen Organismen, so fiir das Elongationsprotein 1 aus 
Mensch, Archaeglobus fulgidus, Methanococcus thermoautotrophlcusm, PHBT 
(Pyrococcus horikoshii), und Methanococcus janashii. Direkt unter der Alignierung steht 
bei den Figuren haufig eine Konsensussequenz in einer Schreibweise, bei der 
variierende Positionen durch ein einzelnes Zeichen angeben werden. Die in eckigen 
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Klammern angegeben Aminosauren stellen jene Aminosauren, ausgedruckt im 
EInbuchstabencode. dar, dje an der speziellen Position stehen konnen. 

Die Aminosauren werden hierbei gemafi der Standard -lUPAC-Einbuchstaben- 
Nomenklatur benannt und gemat^ dem Prosite Pattern- Beschreibungsstandard 
aufgefuhrt. Dabel sind die folgenden Aminosauregruppen haufig zusammengefaBt: 

G,A.V,L,I,M.P,F Oder W (Aminosauren mit nicht polaren Seitenketten). direkt 
unter der Sequenz oftmals auch als "$" geschrieben, 

S,T,N,Q.Y, Oder C (Aminosaure mit ungeladenen polaren Seitenketten), 
10 K,R.H,D Oder E (Aminosaure mit geladenen und polaren Seitenketten) direkt 

unter der Sequenz oftmals auch als "&" geschrieben, 

au&erdem bedeutet X in den Sequenzen bzw. Sequenzprotokollen jede beliebi- 
ge Aminosaure oder Insertion oder Deletion 

Fig. 1 gibt vier verschiedene Konsensussequenzen fur verschiedene Bereiche von 
Elongationsproteinen an, wobei z.B. das Eionagtionsprotein 3 haufig In Eubakterien 
gefunden werden kann, das Elongationsprotein 4 auch die Taq-Polymerase umfa&t 
und haufig in Pol l-Typ-Polymerasen gefunden werden kann. Elongationsprotein 3 
zeigt somit ein Alignment einer konservierten Regionen des Elongationsproteins aus 
20 Eubakterien, sowie die daraus hergeleiteten Konsensussequenzen. Folgende Gene 
sind gezeigt: DP3A_ECOLI: DNA Pol III, alpha subunit, Escherichia coli, BB0579: 
DNA Pol III, alpha subunit, Borrelia burgdorferi, DP3A_HELPY: DNA Pol III, alpha 
subunit, Helicobacter pylori AA50: Aquifex aeolicus, section 50 und DP3A_SAL7Y: 
DNA Pol III, alpha subunit, Salmonella typhimurium). 



Fig. 2: 

Fig. 2 zeigt die Ski2^e einer moglichen Form des erfindungsgemaBen rekombinanten 
chimaren Proteins, wobei die Gleitkammer als die Syntheseaktivitat der Polymerase 
30 erhohender Faktor uber die Domane mit Wechselwirkung-bedlngender Sequenz an 
das die Nukleinsauresynthese-aktivitat tragende Elongationsprotein bindet. 
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Fig. 3: 

Fig. 3 zeigt vier Gleitklammerkonsensussequenzen 

Folgende Gene sind fiir Gleitklammer Region 1 gezeigt: Humanes PCNA. sowie 
Orthologe dazu. aus Archaeoglobus fulgidus, aus Methanococcus janashii, aus Py- 
rococcus horikoschii und aus Methanococcus thermoautothrophicus. 

1 0 Region 2 zeigt ein Alignment einer zweiten konservierten Regionen der Gleitklannmer 
aus Eukaryonten und Archae. sowie die daraus hergeleiteten Konsensussequenzen. 
Das Alignment wurde dabei unter Venwendung einer zweiten Region der oben bei 
Region 1 bereits verwendeten Gleitklammern erstellt. 

Region 3 zeigt ein Alignment einer konservierten Regionen der Gleitklammer aus 
Eubakterien, sowie die daraus hergeleiteten Konsensussequenzen. Folgende Gene 
sind gezeigt: AAPOL3B. DP3B_ECOU, S.TYPHIM. DP3B_PROMI. DP3B_PSEPU 
und DP3B_STRCO (AAPOL3B: Aqufex Aeolicus sektion 93: DP3B_ECOLI : DNA Pol 
III, beta ciiain, Escherichia coli. S.TYPHIM: DNA Pol III. beta chain. Salmonella ty- 
20 phimurium. P3B_PROMI : DNA Pol III. beta chain. Proteus mirabilis DP3B_PSEPU: 
DNA Pol III. beta chain. Pseudomonas putida DP3B_STRCO: DNA Pol 111. beta 
chain, Streptomyces coelicolor). 

Region 4 zeigt ein Alignment einer zweiten konservierten Regionen der Gleitklammer 
aus Eubakterien (siehe Organismen in Region 3). sowie die daraus hergeleiteten 
Konsensussequenzen 



Fig. 4: 



30 Fig. 4 zeigt die Interaktion von chimaren Protelnen im Hefe-Zweihybridsystem. Das in 
Fig. 4 dargestellte Ergebnis beweist. daB die Eigenschaft eine Wechselwirkung mit 
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dem Gleitklammerprotein Af0335 zu bedingen, auf ein anders Protein, insbesondere 
auf eine andere Polymerase, verpflanzt werden kann. urn dort eine Wechselwirkung 
mit dem Gleitklammerprotein hervorzurufen. Es ist gezeigt, daO^ das GKP sich selbst 
bindet und das GKP eine Taqfusionsprotein bindet, welches eine Wechselwirkung- 
bedingende Sequenz aus Archaeglobus fulgidus umfaBt. 

Fig. 5: 

Fig. 5 zeigt drei Alignments konservierter Regionen Wechselwirkung-bedingender 
10 Sequenz aus verschiedenen Organismen und fur verschiedene Gene: 

Sequenz 1 (Polymerasegen, Af 0497 Homologe): Archaeoglobus fulgidus, Pyrodicti- 
urn occultum, Aeropyrum pernix, Pyrococcus glycovorans. Pyrococcus furiosus, 
Thermococcus gorgonarius. Pyrococcus abyssi, Pyrococcus horikoshii, Thennococ- 
cus litoralis, Thermococcus fumicolans und Methanococcus jannaschii 

Sequenz 2 (Polymerasegen, Af 1722 Homologe), Archaeoglobus fulgidus, Methano- 
coccus jannaschii, Pyrococcus furiosus, Methanobacterium thermoautotrophicum, 
Pyrococcus horikoshii und Pyrococcus abyssi und 

20 

Sequenz 3 (Af 1347 Homologe), Archaeoglobus fulgidus. Pyrococcus abyssi, Pyro- 
coccus horikoshii, Methanobacterium thermoautotrophicum und Aeropyrum pemix. 

Die Wechselwirkung-bedingende Sequenzen konnen in ein erfindungsgemaSes chi- 
mares Protein eingebracht werden um ein GKP zu binden. 

Fig. 5B: 

Fig. 5B zeigt zwei Alignments konservierter Regionen Wechselwirkung-bedingender 
30 Sequenz aus verschiedenen Organismen und fur verschiedene Gene: 



wo 01/11051 



43 



PCT/DEOO/02657 



Sequenz 4 (RNAse-Gen, Af 0621 Homologe): Archaeoglobus fulgidus, Pyrococcus 
abyssi, Pyrococcus horikoshii und Arabidopsis thaliana und 

Sequenz 5 (Polymerase-Gen): Archaeoglobus fulgidus, Pyrococcus abyssi, Metha- 
nococcus thermoautotrophicus, Methanococcus janashii, Mus musculus und Homo 
sapiens. 

Die Wechselwirkung-bedingende Sequenzen konnen in ein erfindungsgemaG.es chi- 
mSres Protein eingebracht werden um ein GKP zu binden. 

Fig. 5C: 

Fig. 5C zeigt eine Liste von Charakteren die verwendet werden um ein oder mehrere 
verschiedene Aminosauren zu Kennzeichnen, wobei unter "Klasse" die Aminosaure 
Oder die Eigenschaft der Gruppe steht, unter "key" das verwendete Zeichen und un- 
ter "Rest" die AminosSuren die in der Gruppe sind. 

Fig. 6A: 

Die Fig. 6A zeigt die Gesamtsequenz einer bevorzugten Ausfuhrungsform des erfin- 
dungsgemSBen rekombinanten chimaren Proteins. Hier stammt das Elongations- 
protein und damit die Nukleinsauresyntheseaktivitat aus Thermus aquaticus und die 
Wechselwirkung-bedingende Sequenz aus Archaeglobus fulgidus. 

Fig. 6B: 

Die Fig. 6B zeigt eine graphische Obersicht des Aufbaus einer bevorzugten Ausfuh- 
rungsform des erfindungsgemaBen rekombinanten chimSren Proteins. Hier ist das 
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Elongationsprotein aus Thermus aquaticus. und die wechselwirkungsbedingende 
sequenz aus Archaeglobu$ fulgidus. 

Fig. 7: 

Fig. 7 zeigt die Verwendung eines erfindungsgemaSen rekombinanten chimaren 
Proteins in der PGR. dessen Sequenz in Fig. 6A abgebildet ist In alien Spuren die- 
ses 1% Agarose Gels ist jeweils eine Bande fur das Amplifikat einer PGR — Reaktion 
ausgehend von Plasmid-DNA (pGR 2.1 Vektor inclusive eines 463bp Fragments; In- 
10 vitrogen. 9704 CH Groningen; Netherlands), die unter folgenden Bedingungen (QS^'G 
5' Denaturierung; 30 x {95X 30" Denaturierung; 55^C 30" Hybridisierung; 72°G 
40" Elongation}; 72°G 7 zusatzliche Elongation) durchgefuhrt wurde. mit einer GroBe 
von 463 bp zu erkennen. Die Reaktionen wurden zu je 20|jI eines 50pl Ansatzes auf 
das Gel aufgetragen. Spur 7 zeigt einen Grofienstandard. 

in den Spuren 2 {0,3\ig PGNA) und 3 (2,4pg PGNA) kann man erkennen, daB sich 
die Intensitat der Bande nach Zugabe steigender Mengen Gieitklammerprotein 
(PGNA) als stimulierendes Agens bei gleichbleibender Mg^* - lonenkonzentration 
(2,5mM) gegenOber der Spur 1 (PGR-Reaktion ohne PGNA) erhoht. Eine weitere 
20 Steigerung der Intensitat der Bande und damit verbunden eine erhohte Ausbeute der 
PGR-Reaktion kann man bei einer hoheren Mg^* - lonenkonzentration (3,5mM) errei- 
chen, siehe Spur 4 (ohne PGNA) und Spuren 5 (0,3pg PGNA) und 6 (2,4|jg PGNA) 
bei zunehmender Menge an PGNA. 



Fig. 8A: 

Graphische Darstellung aller Fragmente von Af0497 (siehe oben) , die mit dem Gieit- 
klammerprotein aus Archaeoglobus fulgidus (Af0335) interagieren. Mit "B" gekenn- 
zeichnete Pfeile reprasentieren Klone, die als Fusion mit der DNA-Bindedomane 
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gefunden wurden, Mit "A" gekennzeichnete Pfeile reprasentieren Klone. die als Fusi- 
on mit der Aktivierungsdomane gefunden wurden. 

Fig. 8B: 

Fig. 8B zeigt ein Alignement der C-temninalen Sequenzen der folgenden Gene Af 
0497-grUE, Af 1195 Rfc, Af 0264 Rad2-Fen1, Af 0621 RNAseH, , Archaeglobus ful- 
gidus. 

10 Fig. 9: 

Fig. 9 zeigt das Ergebnis eines Hefe-Zweihybridtests und belegt eine Bindung zwi- 
schen den Hefeproteinen ufd3 und cdc48 (28; Positivkontrolle). zwischen dem Elon- 
gationsprotein und dem Gleitklammerprotein (3E; und in der umgekehrten Orientie- 
rung 5C), zwisclien dem Gleitklammerprotein und dem Gleitklammerprotein (3C) und 
zwischen dem Kopplungsprotein und dem Gleitklammerprotein (4C). Die Fusions- 
proteine werden exprimiert von den Vektoren pGBT9 (Vektor) in Spalte 1. 
pGBT9::ufd3 (Positivkontrolle) in 2, pGBT9:.PCNA in 3. pGBT9::klUE in 4, 
pGBT9::grUE in 5. pGAD424 (Vektor) in Reihe A, pGAD424::cdc48 in B (Positivkon- 
20 trolle), pGAD424::PCNA in C. leer in D und pGAD::grUE in E. 

Interaktionen von Proteinen aus Archaeoglobus fulgidus wurden mit dem Y2H Sy- 
stem gezeigt. Die kodierenden Bereiche von Genen aus Archaeoglobus fulgidus, de- 
ren Genprodukte in vitro verwendeten werden kOnnen, wurden mittels PGR amplifi- 
ziert, in die Vektoren pGBT9 (vertikale Spalten der Fig. 27) und pGAD424 (horizon- 
tale Reihen der Fig. 9) kloniert und durch gap-repair in Hefe PJ69-4a (fiir pGAD424) 
und PJ69-4alpha (fUr pGBT9) als Hybridproteine zur Expression gebracht. Ebenso 
wurde eine positive Kontrolle mittels PGR amplifiziert. in die Vektoren pGBT9 (siehe 
auch vertikale Spalten der Fig. 9) und pGAD424 (siehe auch horizontale Reihen der 
30 Fig. 9) kloniert und durch gap-repair in den Hefestamm PJ69-4a (fiir pGAD424) und 
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PJ69-4alpha (fur pGBT9) als Hybridproteine zur Expression gebracht. Diploide Zel- 
len, die beide Vektoren enthalten, wurden durch Paarung entsprechend dem ge- 
zeigten Raster in Fig. 9 erzeugt. Die Expression von drei unabhangigen Reportern 
{HIS3, ADE2 und MEL1) wurde gemessen. Gezeigt ist in Fig 9 das Wachstunn auf 
Medium ohne Histidin und Adenin. In diesem Experiment wachsen jene Zelien, die 
beide Vektoren tragen und zudem die Expressionsprodukte dieser beiden Vektoren 
einander binden. Was dadurch bedingt wird, daS in Folge der Bindung der Expressi- 
onsprodukte Transkriptioii initiiert wird, die dazu fuhrt. da& die Histidin und Adenin 
Auxotrophic aufgehoben wird. 

10 

Alie hier positiven Klone waren auch positiv bezuglich der Expression des MEL1 
Gens. Die Handhabung des two-hybrid systems erfolgte gemaU der Anieitung der 
Firma Clonetech (yeast protocols handbook, PT3024-1). 

Fig. 10 

In alien Spuren dieses 1% Agarose Gels mit Ausnahme von Spur 5, die einen Gro- 
Renstandard zeigt, ist das Amplifikat einer PGR - Reaktion ausgehend von humaner 
genomischer DNA mit einer Gro&e von 4954 Basenpaaren (Roche Diagnostics, D ^ 
20 68305 Mannheim), die unter den folgenden Bedingungen: 95*^0 5' Denaturierung; 35 
x{95^C 30" Denaturierung; 47X 30" Hybridisierung; 72X 12' Elongation}; 72°C 10 
zusatzliche Elongation, durchgefuhrt wurde, zu je 20^1 eines 50^1 Ansatzes auf das 
Get aufgetragen worden. in Spur 3 (2,4|jg PCNA) kann man erkennen, dad man eine 
Bande nach Zugabe steigender Mengen des Gleitklammerproteins (PCNA aus Ar- 
chaeoglobus fulgidus) zum erfindungsgemalien rekombinanten chimaren Protein- 
komplexe als stimulierendes Agens bei gleichbleibender Mg^"^ - lonenkonzentration 
(6mM) gegeniiber der Spur 1 (PCR-Reaktion ohne PCNA) und Spur 2 (0,3Mg PCNA) 
erhalt, wahrend sich hingegen bei gleicher Mg^* - lonenkonzentration mit Taq DNA- 
Polymerase (Spur 4) kein eindeutiges Produkt in der PCR - Reaktion generieren lieS. 

30 
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Die in der vorliegenden Beschreibung sowie in den Anspruchen offenbarten Mark- 
male der Erfindung konnen sowohl einzein als auch in beliebiger Kombination fur die 
Verwirklichung der ErTindung in ihren verschiedenen AusfQlirungsformen wesentlich 

sein. 
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AnsprQche 
48 

1. Rekombinantes Chimares Protein umfassend 

a) eine erste Domane mit Nucleinsauresyntheseaktivitat, und 

b) eine Wechselwirkung vermittelnde Sequenz, 

dadurch gekennzeichnet. daS durch die Wechselwirkung vermittelnde 
Sequenz ein Komplex aus Nukieinsduresyntheseaktivitat und 
Gleitklammerprotein gebildet wird, wobei der Komplex verschleden ist von 
dem Komplex, den die Nukleinsauresyntheseaktivitat und/oder das 
Gleitklammerprotein mit ihren natiirlichen Wechselwirkungspartner (n) 
ausbildet. 

2. Chimares Protein umfassend 

einen Nukleinsauresyntheseaktivitat aufweisenden Anteii, wobei der Anteii aus 
einem einen Nukleinsauresyntheseaktivitat aufweisenden Anteii und einen 
Wechselwirkung vermittelnden Anteii umfassenden Basisprotein stammt, und 

mindestens einen eine Wechselwirkung vemnittelnden Anteii. 

wobei der Wechselwirkung vermittelnde Anteii verschieden ist von dem 
Wechselwirkung vermittelnden Anteii des Basisproteins. 

3. Chimares Protein nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB das Protein den 
Wechselwirkung vermittelnden Anteii des Basisproteins umfaSt. 
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4. Chimares Protein umfassend 

einen Nukleinsauresyntheseaktivitat aufweisenden Anteil, wobei der Anteil aus 
einem Basisprotein stammt, das einen Nukleinsauresyntheseaktivitat 
aufweisenden Anteil aber keinen Wechselwirkung vermittelnden Anteil umfafit. 

und 

einen Wechselwirkung vermittelnden Anteil. 

5. Chimares Protein nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, 
daS der Wechselwirkung vermittelnde Anteil eine Bindung zwischen der 
Nukleinsauresyntheseaktivitat und einem die Syntheseleistung der 
Nukleinsauresyntheseaktivitat beeinflussenden Faktor vermittelt. 

6. Chimares Protein nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daS der Faktor ein 
Gleitklammer-protein ist. 

7. Rekombinantes chimares Protein nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch 
gekennzeichnet. daB 

die Nucleinsauresyntheseaktivitat eine Konsensuspeptidsequenzen umfaBt, 
wobei die Sequenz ausgewahit ist aus der Gruppe, die die Sequenzen SEQ ID 
NO.: 1 , 2 und 3 umfaBt. 

8. Rekombinantes chimares Protein nach einem der Anspruche 1 bis 7. dadurch 
gekennzeichnet, dali 

das Gleitklammerprotein eine Konsensuspeptidsequenz umfaBt. wobei die 
Sequenz ausgewahit ist aus der Gruppe, die die Sequenzen SEQ ID NO.: 4. 
5, 6 und 7 umfafit . 
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9. Rekombinantes chimares Protein nach einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch 
gekennzeichnet, daB 

die Wechselwirkung vermittelnde Sequenz eine Konsensuspeptidsequenz 
umfaBt welche ausgewahit ist aus der Gruppe, die die Sequenzen 
SEQ ID NO.; 8. 9. 10 11 und 12 umfaSt. 

10. Rekombinantes chimares Protein nach Anspruch 9. dadurch gekennzeichnet. 
dad 

die Wechselwirkung vermittelnde Sequenz eine Konsensuspeptidsequenz 
gemali SEQ ID NO.: 8 umfalit. 

11. Rekombinantes chimares Protein nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch 
gekennzeichnet, da& 

die Wechselwirkung vermittelnde Sequenz am C-terminalen Ende der die 
Nucleinsauresyntheseaktivitat tragenden Sequenz liegt. 

12. Rekombinantes chimares Protein nach einem der Anspruche 1 bis 11, dadurch 
gekennzeichnet, da& 

zwischen der Wechselwirkung vermittelnden Sequenz und der die 
Nukleinsaureaktivitat tragenden Sequenz ein Linker angeordnet ist. 

13. Rekombinantes chimares Protein nach einem der Anspruche 1 bis 12, dadurch 
gekennzeichnet, dali 

das rekombinante chimare Protein thermostabil ist. 
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14. Rekombinantes chimares Protein nach einem der Anspriiche 1 bis 13, dadurch 
gekennzeichnet, dali 



das Protein eine DNA Polymerase-Aktivitat aufweist. 



15. Rekombinantes chimares Protein nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, 
da& 



das Protein eine 3-5' Exonukieaseaktivitat aufweist. 



16. Rekombinantes chimares Protein nach einem der Anspruche 1 bis 15, dadurch 

gekennzeichnet, daS 



das Protein eine RNA Polymerase-Aktivitat aufweist. 



17. Rekombinantes chimares Protein nach einem der Anspriiche 1 bis 14, dadurch 
gekennzeichnet, da& 

das Protein eine reverse Transkriptase-Aktivitat aufweist. 

18. Rekombinantes chimares Protein gemaS Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, 
daH 

sich die Einbaurate von dNTPs und ddNTPs durch die 
Nukleinsauresyntheseaktivitat um einen Faktor von weniger als 5 
unterscheidet. 
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1 9. Komplex umfassend 

a) ein rekombinantes chimares Protein gemali einem der Anspruche 1 bis 18 
und 

b) ein Gleitklammerprotein. 

20. Komplex gemafi Anspruch 19. 

wobei das Gleitklammerprotein eine Konsensuspeptidsequenz umfaBt, welche 
ausgewahit ist aus der Gruppe, die die Sequenzen gemali SEQ ID NO.: 4. 5. 
6 und 7 umfaSt. 

21. Komplex nach Anspruch 19 Oder 20, weiter umfassend eine Nukleinsaure. 

22. Nukleinsaure kodierend fur ein rekombinantes chimares Protein gemaS einem 
der Anspruche 1 bis 1 8. 

■ • • 

23. Vektor umfassend eine Nukleinsaure gemaU Anspruch 22. 

24. Vektor gemaS Anspruch 23. wobei dieser ein Expressionsvektor ist. 

25. Zelle umfassend einen Vektor gemali Anspruch 23 oder 24. 

26. Verwendung eines rekombinanten chimaren Proteins nach einem der 
Anspruche 1 bis 18 zur Elongation von Nukleinsauren. 
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27. Verwendung eines rekombinanten chimaren Proteins gemaS einem der 
Anspruche 1 bis 18 zur Amplifikation von Nukleinsauren. 

28. Verwendung eines rekombinanten chimaren Proteins gemali einem der 
Anspriiclie 1 bis 18 zur reversen Transkription von RNA in DNA. 

29. Venwendung eines rekombinanten chimaren Proteins gemaa einem der 
Anspruche 1 bis 18 zur Sequenzierung von DNA. 

30. Reagenzien-Kit zur Elongation und/oder Amplifikation und/oder reversen 
Transkription und/oder Sequenzierung und/oder Markierung von Nukleinsauren. 
umfassend in einem oder mehreren getrennten Behaltern 

a) ein rekombinantes chimares Protein nach einem der Anspruche 1 bis 18 
und/oder 

b) einen Komplex nach einem der Anspruche 19 bis 21 und bevorzugtenveise 

c) gegebenenfalls zumindest einen Primer, Puffer, Nukleotide. Kofaktoren 
und/oder Pyrophosphatase. 

31. Kit nach Anspruch 30, dadurch gekennzeichnet, 

da& er zur Amplifikation von Nukleinsauren neben den Substanzen a) 
und/oder b), Deoxynukleotide oder/und Derivate davon umfaBt. 

32. Kit nach Anspruch 30 oder 31, dadurch gekennzeichnet, 

da& er eine DNA Polymerase mit 3*-5' Exonukleaseaktivitat umfaHt. 
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33. Kit nach Anspruch 30, dadurch gekennzeichnet, 

daB er zur Reversen Transkription Substanzen nach a) und/oder b) enthalt. 
welche eine Reverse Transkriptase-Aktivitat aufweisen, und bevorzugterweise 
Deoxynukleotide und/oder Derivate davon. 



34. Kit nach Anspruch 30, dadurch gekennzeichnet, 

daS er zur Sequenzierung neben Deoxynukleotiden oder Ribonukleotiden 
oder/und deren Derivaten, Dideoxynukleotide oder/und deren Derivate enthalt. 



35. Verfahren zur Template-abhangigen Elongation von Nukleinsauren, wobei die zu 
elongierende Nuklelnsaure oder zumindest ein Strang davon mit mindestens einem 
Primer unter Hybridisierungsbedingungen versehen \N\rd, wobei der Primer 
hinreichend komplementar zu einem Teii der oder einem flankierenden Bereich der 
zu elongierenden Nukleinsaure ist und durch eine Polymerase in Anwesenheit von 
Nukleotiden eine Primer-Elongation erfolgt, dadurch gekennzeichnet, 

dali als Polymerase ein rekombinantes chimares Protein gemali einem der 
Anspruche 1 bis 1 8 verwendet wird und 

daS bevorzugterweise ein Gleitklammerprotein in der Reaktion vorliegt. 

36. Verfahren zur Amplifikation einer Nukleinsaure. wobei die zu amplifizierende 
Nukleinsaure mit mindestens zwei Primern unter Hybridisierungsbedingungen 
vesetzt wird. wobei ein jeder der beiden Primer jeweils komplementar zu einem Teil 
der Oder einem flankierenden Bereich der zu amplifizierenden Nukleinsaure ist und 
durch eine Polymerase in Anwesenheit von Nukleotiden eine Primer-Elongation 
erfolgt, dadurch gekennzeichnet, 

dafi als Polymerase ein chimares Protein nach einem der 
Anspruche 1 bis 18 verwendet wird und 



wo 01/1 1051 PCT/DEOO/02657 

55 

dali bevorzugterweise ein Gleitklammerprotein der Reaktion zugesetzt wird. 

37. Verfahren nach Anspruch 36. dadurch gekennzeichnet, 

dali man eine Polymerase-Ketten-Reaktion durchfuhrt. 

38. Verfahren nach Anspruch 37, dadurch gekennzeichnet, 

daB der Reaktionsansatz zwei DNA Polymerasen umfaBt. von denen 
mindestens eine eine 3'-5' Exonukleaseaktivitat aufweist, wobei die 3'-5'- 
Exonukleaseaktivitat entweder durch das rekombinante chimare Protein Oder 
durch eine weitere Polymerase dem Reaktionsansatz zugesetzt wird. 

39. Verfahren nach Anspruch 38, dadurch gekennzeichnet, 

daB zwei rekombinante chimare Proteine nach einem der Anspriiche 1 bis 18 
in der Reaktion vorliegen. wobei eines ein solches nach Anspruch 14 und das 
andere ein solches nach Anspruch 15 ist. 

40. Verfahren nach Anspruch 35. dadurch gekennzeichnet, 

daB man zur Sequenzierung von Nukleinsauren ausgehend von einem 
Primer, der zu einem der zu sequenzierenden Nukleinsaure benachbarten 
Bereich komplementar ist, eine Template-abhangige Elongation bzw. 
Reverse-Transkription unter Verwendung von Deoxynukleotiden und 
Dideoxynukleotiden oder deren jeweiligen Derivaten gemali der Methode von 
Sanger durchfuhrt. 

41. Verfahren nach Anspruch 35, dadurch gekennzeichnet. 
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daS man bei der Elongation der Nukleinsauren Markierungen einfugt. 



42. Verfahren nach Anspruch 41. dadurch gekennzeichnet, daS ein Agens verwendet 
wird. das ausgewahit ist aus der Gruppe. die markierte Primer, markierte 
Deoxynukleotide und Derivate davon, markerierte Dideoxynukleotide und Derivate 
davon und markierte Ribonukieotide und Derivate davon umfa&t. 



43. Verfahren zur Markierung von Nukleinsauren durch Erzeugung einzelner 
Bruche in Phosphodiesterbindungen der Nukleinsaurekette und Ersatz eines 
Nukleotids an den Bruchstellen durch ein markiertes Nukleotid mit Hilfe einer 
Polymerase, dadurch gekennzeichnet, 

dali als Polymerase ein rekombinantes chimares Protein nach einem der 
Anspruche 1 bis 18 eingesetzt wird. 

44. Antikerper gerichtet gegen ein chimares Protein nach einem der Anspruche 1 bis 
18. 



wo 01/11051 



PCT/DEOO/02657 



Fig. 1 
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Elongationprotein 1 



DPOD_HUMAN 
DPOL_ARCFU 
MTH1208 
PHBT047 
MJ0 885 

KoxisezisuB 

SEQ ZD NOl 



D 


V 


I 


T 


G 


Y 


N 


I 


Q 


N 


F 


D 


L. 


P 


Y 


L 


I 


S 


R 


A 


D 


I 


I 


V 


G 


Y 


N 


Q 


D 


A 


F 


D 


W 


P 


Y 


L 


R 


K 


R 


A 


D 


I 


II 


V 


G 


Y 


N 


S 


D 


N 


F 


D 


F 


P 


Y 


I 


T 


R 


R 


A 


D 


V 


I 


I 


T 


Y 


N 


G 


D 


N 


F 


D 


F 


P 


Y 


L 


L 


K 


R 


A 


D 


V 


I 


y 


T 


Y 


N 


G 


D 


H 


F 


D 


F 


P 


Y 


L 


K 


A 


R 


A 


D 


$ 


$ 
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Y 


N 
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$ 
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X 


R 


A 



D- lOAVLlKPFW] - IGAVLIMPFW] -X-X-Y-N-X-X-X-P-D-X-P-Y- [GAVLIMPPM] -X-X-R-A 



I A R V R I 
I A D V K I 
I A D V K I 

LTEGVVAAPLEGIARVRI 
LTEGVVSAPIEGIASVKI 



AVRTAVAIMTEGVVAAPIEG 
AVRTALAVLTEGIVAAPLEG 
AVRTALAILTEGIVSAPLEG 

ALRTALiAI 
AVRTALAI 



AF1722 
MJ1630 
PfuORF3 
MTH1536 
PKBN021 

Konsensuss A$RTASA$$TBO$VXAP$EGIAXVtI 

SEQ ID NO. 2 t A- [GAVLIMPFW] -R-T-A- [GAVLIMPFW] -A- [GAVLIMPFW] - [GAVLIMPFW] -T-B-G- 

[GAVLIMPTO] -V-X-A-P- tGAVLIMPFW) -B-G-I-A-X-V- IKRHDE3 - I 



Elongationsprotein 3 (Eubakterien) : 



DP3A_ECOLI 

DP3A_SALTY 

BB0579 

DP3A_HELPY 

AA50 



: VPVGPGRGSGAGSLVAYALKITDUJPLEFDIiLFERFLNPERVSMPD 

: VPVGPGRGSGAGSIATAYALKITDLDPLEFDIJLFERFLNPERVSMPD 

: iPVGAGRGSGAGSIVAYAIiRITDIDPIiKYNIiLFERFLNPERISMPD 

• I pVGPGRGSAAGSIiVAFAliKITDIDPIjKYDljLFERFUilPERI SMPD 

: ipvGPGRGSAGGSIiVAYAIGITDVDPIKHGFLFERFIjNPERVSMPD 

Konsensus : $PVG$ORaSX$GS$VAXA$XITD$DP$XXX$I.FERFIOTER$SKPD 

wT-i tt^n as . rOAVLIMPFW) -P-V-G- IGAVLIKPFWJ -O-R-G-S-X- [GAVLIMPFW] -G-S- [GAVLIMPFWl -V- 
or written as. ^^"^^"^^^^^ ^^^^^^^ 

F-Ii-N-P-E-R- [GAVLIMPFWl -S-M-P-D 



Elongationsprotein 4 (Inklusive Taq) : 



Pol 1 

T5 

T7 

Spn 

TAQ 

Spo2 
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I 


L 


Q 
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H 
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V 
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D 


E 


A 



KonBensus/SBQ ID NO. 3: IMALM] IQLVHJV H D CSE] [ALVIl 
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*2 60 

g>a 




Q Q 



CM 
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Gleitklammer Region 1: 



PCNA_HUMAN 
PCNA__METJA 
MTH1312 
PHLA00 8 
AF0335 

Konsensus 



SEQ ID NO. 4 



MDSSHVSIiVQLTLRSEGFDTYRCD 
MDPSHVALVSLEIPRLAFEEYEAD 
LDRSHITYVHLBLKAELFDEYVCD 
MDPSRVVLIDLNLPSSIFSKYEVD 
VDPAHVAMVIVDIPKDSFEVYNID 

$DXXX$XX$X$X$XXXXFXXYXXD 

[GAVLIMPFW3 -D-X-X-X- [GAVLIMPFW) -X-X- tGAVLIMPFW) -X- IGAVLIMPFW) -X- IGAVLIMPFW) -X- 
X-X-X-F-X-X-Y-X-X-D 



Gleitklammer Region 2: 



PCNA^HUMAN 

PCNA_METJA 

MTH1312 

PHIAOOB 

AF0335 

ft 

Konsensus 



LKYYLAPKIE 
LTFLLAPRIE 
L.SFLLAPRIE 
LTFLLAPRVE 
VEYILAPRIE 

$XXXX«AP&$E 



SEQ ID NO. 5 tGAVlilMPFWl-X (3 )-L-A-P-tKRHDB3- IGAVLIMPFW] -E 



Gleitklammer (Eubakterien) Region 3: 



AAPOL3B 
DP3B_ECOIiI 
S . TYPHIM . 
DP3B_PROMI 
DP3B_PSEPU 
DP3B_STRCO 

Konsensus 

SEQ ID NO 6 



KLVITGGKSTYKLPTAPAEDFP 
RMLVRSGRSRFSIiSTLiPAADFP 
RMIiVRSGRSRFSLSTIiPAADFP 
RLLVRSGRSRPSLSTIiPASDFP 
KLLVKAGRSRFTLSTLPANDFP 
RATVVCGSSRFTLHTIiPVEEYP 

ftXX$XXOXSXXXLXT$P$X&XP 

[KRHDEl -X-X- IGAVLIMPFW) -X-X-O-X-S-X-X-X-L-X-T- IGAVLIMPFW) -P- [GAVLIMPFW) 
X- tKRHDE) -X-P 



Gleitklammer (Eubakterien) Region 4: 



AAPOL3B 

DP3B_ECOLI 

S. TYPHIM. 

DP3B_PROMI 

DP3B_PSEPU 

DP3B_STRCO 

Konsensus 



I I 

V V 

V V 

V V 

V V 
L I 



M 
M 
M 
M 
M 
M 



P 
P 
P 
P 
P 
P 



M R 

M R 

M R 

M R 

M R 

V R 



V 
L 
L 
L 
L 
L 



$ $ H P $ R $ 



SEQ ID NO. 7 : [GAVLIMPFW] - [GAVLIMPFW) -M-P- [GAVLIMPFW] -R- [GAVLIMPFW] 
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+ steht fiir positive Interaktion 
- steht fur keine Interaktion 
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Konsensus WechselwirkunQ-bedingende Secmenz 1 (Af0497 grosse Ue) 



1. 

2 . 

3 . 

4 . 

5 . 

6 . 
7. 
8. 
9. 
10 . 
11 . 



Swiss I 02 9753 |DPOL_ARCFU 
t retnbl | D3 8 5 74 ] PODNAPB_l 
Swiss I 093 74 6 |DP02_AERPE 
tretnblnewl AJ004B34 | PSPAJ4834_1 



swxss 
Swiss 
Swiss 
Swiss 
Swiss 
Swiss 
Swiss 



P80061 
P566e9 
P77916 
059610 
P30317 
P74918 
Q58295 



DPOL_PYRFU 
DPOIi^THEGO 
DPOL_PyRAB 
DP0L_PYRHO 
DPOL_THELI 
DPOL_THEFM 
DPOL METJA 



E 


R 


F 


G 


Y 


T 


E 


A 


S 


L 


K 


G 


S 


S 






Q 


M 


s 


L 


D 


S 


F 


F 


S 


S 


y 


F 


G 


V 


T 


E 


K 


Q 


L 


K 


A 


A 


A 


T 


V 


Q 


R 


s 


li 


F 


D 


F 


F 


A 


Q 


Y 


F 


G 


V 


T 


E 


K 


R 


L 


K 


G 


G 


G 


R 




Q 


S 


T 


L 


L 


D 


F 


M 


R 


E 


A 


F 


G 


Y 


R 


K 


E 


D 


L 


R 


W 


Q 


K 


T 


K 


Q 


T 


G 


L 


T 


A 


W 


L 


N 


E 


6 


F 


G 


Y 


R 


K 


E 


D 


L 


R 


Y 


Q 


K 


T 


R 


Q 


V 


G 


L 


T 


S 


w 


L 


N 


R 


A 


F 


G 


Y 


R 


K 


E 


D 


L 


R 


Y 


Q 


K 


T 


R 


Q 


V 


G 


L 


G 


A 


w 


L 


K 


R 


A 


F 


G 


Y 


R 


K 


E 


D 


L 


K 


Y 


Q 


K 


T 


K 


Q 


V 


G 


L 


G 


A 


w 


L 


K 


K 


A 


F 


G 


Y 


K 


R 


£ 


D 


li 


R 


W 


Q 


K 


T 


K 


Q 


V 


G 


L 


G 


A 


w 


I 


K 


E 


A 


F 


G 


Y 


R 


K 


E 


D 


L 


R 


Y 


Q 


S 


S 


K 


Q 


T 


6 


L 


D 


A 


w 




K 


K 


A 


F 


G 


Y 


K 


K 


E 


D 


L 


R 


Y 


Q 


K 


T 


R 


Q 


V 


G 


L 


G 


A 


w 


L 


K 


E 


A 


V 


G 


V 


S 


K 


N 


E 


L 


K 


K 


E 


G 


A 


* 


Q 


L 


T 


L 


D 


K 


F 


F 


K 



12. KONSENSUS 1 



13. KONSENSUS 2 



14 . Taqfusion 



SEQ ZD NO. 8 
SEQ ID NO. 9 



phhGhpctpIt-fhttZX QXaLXtaht 
O X rSTGl L X tSDAKl IFW] tFML] [SARNK) 



L D 



S 



S 



1 = Archaeoglobus fulgidus 

2 8 Pyrodicciiim occultuxn 

3 = Aeropyrum pemix 

4 - Pyrococcus glycovorans 

5 B Pyrococcus furiosus 

6 s Thermococcus gorgaaarius 

7 = Pyrococcus abyssi 

8 = Pyrococcus horikosliii 

9 a Thermococcus lit oralis 

10 e Thermococcus fumicolans 
Ills Methanococcus jacnaschii 



Konsensus Wechselwirkuxiq-bedinaende Seouenz 2 (Afi722 >dp2) 



1. trerobl I AE0009B4 I AE000984_2 

2. tretnbl |U67603 |MJU67603_3 

3. trembl |De4670 |D84670_3 

4. trembl I AE000913 I AE000913_9 

5. tremblnewl AP000001|AP000001_12 
6 . treinbl I AJ248283 | CNSPAX01_120 

XONSENSUS/SEQ ID NO. 10: 



QVSZSDF 
QVKLSDF 
QliTLIVD 
QSSLDVF 
QLTIiLVN 
QLTLIVN 

Q[I-SV3 p 1 [LIDS] [VDl IPND] 



1 = Archaeoglobus fulgidus 

2 = Methanococcus jajmaschii 

3 = Pyrococcus furiosus 

4 =s Methanobacterium thermoautotrophicum 

5 B Pyrococcus horikoshii 

6 = Pyrococcus abyssi 



Kon s mgixs fiir Wechselwirkunq-bedinaende Seouenz 3 (A£1347) x 



1 . trembl I AEOOlOll I AE001011_16 

2 . trembl I AJ2482 84 |CNSPAX02_12 9 

3 . tremblnewj AP000007 | AP000007_17 

4 . treTT±)l I AE000993 |AE000993_12 
5 . trembl | AE000851 j AE000851_5 



WRALVS. . .R QTSLASFFGF . . 
WLIRQL. . .N QITIMSFLGV . . 
WILKQLi. . .N QRSITSFL.GV RS 
TLiVKRG . . . R QRTIiWEFM . . . . 
NLLKELEVSR QTTLDSFFR. . . 
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Fig. 5 (Fort set zung) 



KOSstssastsOB shhhscxxzaip O.oi.pahxx XX 

1 s Archaeoglobus ful^idus 

2 e Pyroeoceus abyssi. 

a V Pyroeoceus horikoshii 

4 « Methanobacteritfm thermoautocrophleum 

$ » Aeropyrum pernix 



BERICHTIGTES BLATT (REGEL91) 

ISAIEB: - 
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KoTisensus f^i3^ Wechselwirkuna-bedinqende Secnienz 4 (A£0621 RKAse H) 



4 

1. swissnew|02 9634 | RNH2_ARCFU 

2. trembl |AJ248284 |CNSPAX02_220 

3. swissnew|059351 iRNH2_PYRHO 

4. tremblnewl AC018722 |AC018722_3 



KOKSEKSUS 



SEQ XD NO. 11: 



SNLR QKTLDDF 

KKIEEKFKRA QLTLDNF 
RKIEERFRKN QLTLDKF 
THLKGEVEVA WLVFFC F 

(Q/W) (L/K) (T/V) (L/F) (D/F) F 



1 = Archaeoglobus fulgidus 

2 = pyrococcus abyss i 

3 s= Pyrococcus horikoshii 
5 = Arabidopsis thaliana 



Kons ensus fur Wechselwirkuna-bedinaende Secnienz 5 (Elongationsprotein) ; 



02 9753! DPOL__ARCFU 
P80061 1 DPOL_PYRFU 
02727 61 DPOL__METTH 
Q58 295 I DPOL_METJA 
P524 31 I DPOD_MOUSE 
M81735 I HSDNAPOLD_l 



VAYDYNFDPYFYV 
lEHDRTFRPYIYA 
lAHDRSFRPYIYA 
ILKDRDFKPYFYV 
CCHIQGFAPYFYT 
CCHIHGFAPYFYT 



KonsensM : $XXXXXEXPYFYX 

SEQ ID NO. 12: : [ GAVLIMPFW] - [ GAVLIMPFW] -X- [ GAVLIMPFW] -X-X-X-X-X-X-X-X- 

X-X-X-X- [GAVLIMPFW] -X-X-X-X-X-F-X-P-Y-F-Y-X 



1 = Archaeoglobus fulgidus 

2 = pyrococcus eJ^yssi 

3 = Methanococcus thermoautotrophicus 
5 = Methanococcus janashii 

6. = Mus musculus 

7. = Homo sapiens 
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Klasse 


Key 


Rest 


A 


A 


A 


C 


C 


C 


D 


D 


D 


E 


E 


E 


F 


F 


F 


G 


G 


G 


H 


H 


H 


I 


I 


I 


K 


K 


K 


L 


L 


L 


M 


M 


M 


N 


N 


N 


p 


P 


P 


o 


Q 


0 


R 


R 


R 


s 


s 


S 


T 


T 


T 


V 


V 

V 


V 


w 


W 


W 


Y 


Y 


y 


i-i. J. j^o no X 




Q T 


Aliphatisch 


1 


I,L,V 


Jedes 


X 


A,C,D,E 






(auch 


Aromatisch 


a 


F,H,W, Y 


Ge laden 


c 


D,E,H,K 


Hydrophob 


h 


A,C,F,G 


Negative 




D, E 


Polar 


P 


C,D,E,H 


Positiv 


+ 


H, K,R 


Klein 


s 


A,C,D,G 


Winzig 


u 


A,G,S 


Turnlike 


t 


A,C,D,E 
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Fig. 6 A: SEQ ID NO. 17 (Elongationsprotein & Linker & 
Wechselwirkung-bedingende Sequenz) 



MRGMLPLFEP 

VQAVYGFAKS 

YKAGRAPTPE 

VLASLAKKAE 

YLITPAWLWE 

EKTARKLLEE 

LSWDLAKVRT 

LLHEFGLLES 

LLALiAAARGG 

LREGLGLPPG 

EAGERAALSE 

LAHMEATGVR 

PFNLNSRDQL. 

ALREAHPIVE 

HTRFNQTATA 

EEGWLL.VALD 

ETASWMFGVP 

ELiAIPYEEAQ 

ETLFGRRRYV 

MKLAMVKLFP 

RIjAKEVMEGV 



KGRVLLVDGH 
LLKALKEDGD 
DFPRQLALIK 
KEGYEVRILT 
KYGLRPDQWA 
WGSLEALLKN 
DLPLEVDFAK 
PKALEEAPWP 
RVHRAPEPYK 
DDPMLLAYLL 
RLFANLWGRL 
LDVAYLRAIiS 
ERVLFDELGL. 
KILQYRELTK 
TGRLSSSDPN 
YSQIELRVIiA 
REAVDPLMRR 
AFIERYFQSF 
PDLEARVKSV 
RLEEMGARML 
YPLAVPLEVE 



HLAYRTFHAL 
AVIWFDAKA 
ELVDLLGLAR 
ADKDLYQLLS 
DYRALTGDES 
LDRLKPAIRE 
RREPDRERLR 
PPEGAFVGFV 
ALRDLKEARG 
DPSNTTPEGV 
EGEERLLWLY 
LEVAEEIARL 
PAIGKTEKTG 
LKSTYIDPLP 
LQNIPVRTPL 
HLSGDENLIR 
AAKTINFGVL 
PKVRAWIEKT 
REAAERMAFN 
LQVHDELVLE 
VGIGEDWLSA 



KGLTTSRGEP 
PSFRHEAYGG 
LEVPGYEADD 
DRIHVLHPEG 
DNLPGVKGIG 
KILAHMDDLK 
AFLERIiEFGS 
LSRKEPMWAD 
LliAKDLSVIiA 
ARRYGGEWTE 
REVERPLSAV 
EAEVFRLAGH 
KRSTSAAVXiE 
DLIHPRTGRL 
GQRIRRAFIA 
VFQEGRDIHT 
YGMSAHRLSQ 
LEEGRRRGYV 
MPVQGTAADL 
APKERAEAVA 
KE 



PPRPRPKSGI EIKKLDKDYY IDNQIIPSVL RILERFGYTE ASLKGSS 



Wechselwirkiing- 



Sequenz 



QMSLDSFFS 



Fig. 6 B: 



minosauresequenziibergange in der Taqfusionschimare: 




Taq: N-terminus 
M 



C-terminus) 



Taq DNA polymerase 



Linker 



Af 0497 polB (C-terminus, 50 AA) 
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Fig. 7: PCR mit Plasmid DNA (Taqfusionsprotein mit PCNA stimuliert) 




1 2 3 4 5 6 7 



Ansatz: 





Konzentrationen 


] 


2 


3 


4 


5 


6 


Plasmid DNA 


o,5^s/^l 


0,7^11 


0,7^1 


0,7^11 


0,7m1 


0.7^1 


0,7m1 


dNTP 


25mM each dNTP 


0,8^1 


0,8^1 


0,8^1 


0,8^1 


0,8^1 


0.8h1 


Primer fw 


20 pmol/jil 


iMl 


iKl 


1^1 


1^1 


iMl 


1^1 


Primer rev 


20pmol/>il 




1^1 


iMl 


l^il 


I Hi 


iMl 


Puffer 


lOOmM Tris-HCl, 500mM 
KCl; pH 8,3(20*»C) 


5m1 


5>il 


5m1 


5^1 


5h1 


5^1 


MgCl. 


25mM 


5fil 


5fil 


5^1 


7jxl 


7nl 


7^1 


Storage buffer 


50%GlyceroI; lOOmM Tris- 






0|il 


8^1 


7^1 


0^1 


HCl pH 7,9, lOOmM KCl; 
1 OmM EDTA 














AfPCNA 




o^l 




8^1 


0^1 


Ifil 


8mI 


Taqfusionsprotein 




3^1 




3^1 


3fil 


3nl 


3fil 


Wasser 




25,5mI 


25,5^1 


25,5^1 


23.5MI 


23,5h1 


23,5nl 
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Fig. 8 B 



Label 




l#abel 



KS G 1 E 
7FLES 
DYRIE 
KF6DF 

EE G 

KD T VT 
CFYRG 

54 
FFS - 
FF5 - 

WF 

F 

FF6F 
F 



10 

IKKLO 
FVKAE 
FREPD 
6S 6Y A 
VKEAL 
LF SLV 
VFMVN 



20 

KD Y-y ID-KQ 
REE-KEES VE 
FEK-AIEFLC 
SDPRTRBVLK 
KS " KP EVFE 
KS WD VP TL VD 
SS T~HQAQ T£ 



30 

IIP S VLRI LE 
HV AE EKP SEE 
EE HD F 5 RE RV 
EW I AS 6RI P S 
SF DD AL T AAS 
YY VS VL HI- AF 
FQKKVHLMPM 



40 

RP- GY TE AS L 
R-- EE P RARK 
E K- ALE KL KA 
C V-RMRWK TV 
RRVENKEHRA 
RK-KVEIRQE 
P 6-NVAVYRP 



50 

K6SSQMS LD S 
K A6KH L T LD S 
LKS T QAT LE R 
SNLRQKT LD D 
LVSRQTS LAS 
EFYCD VE I QK 
^-GGEVI RLR 
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1 
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5090bp ► 




1 2 3 4 5 



Ansatz: 



Genomische DNA 
DNTP 
Primer fw 
Primer rev 
Puffer 

MgCl2 

AufbewsLhrungs 

Puffer 

Af PCNA 

Taqf u sionprotein 



Koirzentrationen 

200ng/^l 
25mM jedes dNTP 
20 pmol/^l 
20pmol/Ml 

lOOmM Tris-HCl. 500mM KCl; 

pH 8,3(20"C) 

25mM 

50%Glycerol; lOOmM Tris-HCl 
7,9, lOOmM KCl; lOroM EDTA 
0,3ng/|il 

Spur 4: Taq DNA Polymerase 



2 
2^1 

0,8pl 

lul 

ini 

5^1 

12m1 
pH S^il 

OmI 
3^1 



2_ 
0,8m1 

lui 

5>il 

12|il^il 
7m1 

1^1 
3m1 



3_ 
2^1 
0,8m1 

iMl 
5m1 

12ul 

OmI 

8m1 

3m1 




17.2ul 17.2pl 



2m1 
0,8^1 

ini 

iMl 
5m1 

12^1 
8m1 

0^1 

TAQ 
2^1 

18.2^1 
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SEQUENCE LISTING 

<110> LION Bioscience AG 
<120> Chimare Proteine 
<130> LM1527PCT 
<160> 17 

<170> Patentin version 3.0 
<210> 1 
<211> 20 
<212> PRT 

<213> Konsensussequenz 
<220> 

<2-21> VARIANT 
<222> (2).. (3) 

<223> Xaa steht fUr G, A, V, L, I, M, P, oder W 
<220> 

<221> VARIANT 
<222> (16) . . (16) 

<223> Xaa steht fur G, A, V, L, I, P, oder W 

<220> 

<221> VARIANT 

<222> (4) . . (15) 

<223> Xaa steht fur eine beliebige Aminosaure 
<220> 

<221> VARIANT 

<222> (17) . . (20) 

<223> Xaa steht fiir eine beliebige AminosSure 

<400> 1 

Asp Xaa Xaa Xaa Xaa Tyr Asn Xaa Xaa Xaa Phe Asp Xaa Pro Tyr Xaa 
15 10 15 

Xaa Xaa Arg Ala 
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20 

<210> 2 
<211> 26 
<212> PRT 

<213> Konsensussequenz 
<220> 

<221> VARIANT 
<222> (1) - • (13) 

<223> Xaa steht fur G, A, V, h, 1, M, F, W 

<220> 

<221> VARIANT 
<222> (18).. (18) 

<223> Xaa steht fiir G, A, V, L, I, M, P, F, W 
<220> 

<221> VARIANT 
<222> (15) . . (15) 

<223> Xaa steht fiir eine beliebige Aminosaure 
<220> 

<221> VARIANT 
<222> (23).. (23) 

<223> Xaa steht fur eine beliebige AminosSure 
<220> 

<221> VARIANT 
<222> (25) . . (25) 

<223> Xaa steht fiir K, R, H, D, oder E 

<400> 2 

Pla Xaa Arg Thr Ala Xaa Ala Xaa Xaa Thr Glu Gly Xaa Val Xaa Ala 
i' 5 10 15 

Pro Xaa Glu Gly He Ala Xaa Val Xaa He 

20 25 

<210> 3 
<211> 7 
<212> PRT 
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<213> Konsensussequenz 
<220> 

<221> VARIANT 

<222> (1) . . (1) 

<223> Xaa steht fOr M, A, L, oder M 
<220> 

<221> VARIANT 

<222> (2) . . (2) 

<223> Xaa steht fOr Q, L, V, oder H 
<220> 

<221> VARIANT 

<222> (6) . . (6) 

<223> Xaa steht fur Oder E 
<220> 

<221> VARIANT 

<222> (7) . . (7) 

<223> Xaa steht fur A, L, V, oder I 

<400> 3 

Xaa Xaa Val His Asp Xaa Xaa 
1 5 

<210> 4 

<211> 24 

<212> PRT 

<213> Konsensussequenz 
<220> 

<221> VARIANT 

<222> (1) . . (1) 

<223> Xaa steht fur G, A, V, h, 1, M, P, F, oder W 
<220> 

<221> VARIANT 

<222> (6) . . (6) 

<223> Xaa steht fur G, A, V, h, 1, M, P, F, oder W 
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<220> 

<221> VARIANT 

<222> (9).. (9) 

<223> Xaa steht fur A, V, L, 1, M, ?, F, oder W 
<220> 

<221> VARIANT 

<222> (11) . . (11) 

<223> Xaa steht fOr G, A, V, I, M, F, oder W 
<220> 

<221> VARIANT 

<222> (13) . . (13) 

<223> Xaa steht fiir G, A, V, h, 1, P, F, oder W 
<220> 

<221> VARIANT 

<222> (3).. (5) 

<223> Xaa steht fiir eine beliebige Aminosaure 
<220> 

<221> VARIANT 

<222> (7).. (8) 

<223> Xaa steht fiir eine beliebige AminosSure 
<220> 

<221> VARIANT 

<222> (10) . . (10) 

<223> Xaa steht fiir eine beliebige Aminosaure 
<220> 

<221> VARIANT 

<222> (12) -.(12) 

<223> Xaa steht fiir eine beliebige Aminosaure 
<220> 

<221> VARIANT 

<222> (14) . . (24) 



I 
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<223> Xaa steht fur eine beliebige Aminosaure 
<400> 4 

Xaa A»sp Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa 
1 ■ 5 ' 10 15 

Xaa ?he Xaa Xaa Tyr Xaa Xaa Asp 

20 

<210> 5 

<2ii> :: 

<212> ?RT 

<213> Konsensussequenz 
<220> 

<221> VARIANT 

<223:> :-:aa szehz fur A, V, L, I, ?, Oder W 
<220> 

<221> VARIANT 

<222> (9) . . (9) 

<223> Xaa steht fur G, A, V, L, I, M, P, F, Oder W 
<220> 

<221> VARIANT 

<222> -i: . . (4) 

<223> Xaa stehr fur eine beliebige AitiinosSure 
<220> 

<221> VARIANT 

<223> Maa srehz fur R, H, Z, oder £ 

<40C> 5 

Xaa Xaa Xaa Xaa Leu Ala Pro Xaa Xaa Giu 
1 5 10 

<210> 6 

<21i> 22 

<212> PRT 

<213> Konsensussequenz 
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<220> 



<221> VARIANT 



<222> (1) . . (1) 



<223> Xaa steht fur K, R, H, D, oder E 
<220> 

<221> VARIANT 

<222> (20) . . (20) 

<223> Xaa steht fur K, R, K, D, Oder E 
<220> 

<221> VARIANT 

<222> (2).. (3) 

<223> Xaa steht fur eine beliebige Aininosaure 
<220> 

<221> VARIANT 

<222> (5) . . (15) 

<223> Xaa steht fur eine beliebige Aminosaure 
<220> 

<221> VA.RIANT 

<222> (19) . . (19) 

<223> Xaa steht fur eine beliebige Aminosaure 
<220> 

<221> VARIANT 

<222> (21) . . (21) 

<223> Xaa steht f'iir eine beliebige Aininosaure 
<220> 

<221> VARIANT 

<222> (4 ) . . (4 ) 

<223> Xaa steht fur G, A, V, L, I, P, F, Oder W 
<220> 

<2 21> VARIANT 



<222> (16) . . (16) 

<223> Xaa steht fur A, V, L, I, M, ?, Oder W 
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<220> 

<221> VARIANT 

<222> {18) . . (18) 

<225> Xaa steht fur Q, A, V, L, I, M, P, Oder W 

<400> 6 

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Gly Xaa Ser Xaa Xaa Xaa Leu Xaa Thr Xaa 
1 5 10 15 

Pro Xaa Xaa Xaa Xaa Pro 

20 

<210> 7 

<211> 7 

<212> PRT 

<213> Konsensussequenz 
<220> 

<221> VARIANT 

<222> (1) . . (7) 

<223> Xaa steht fur G, A, V, L, I, M, F, oder W 

<400> 7 

Xaa Xaa Met Pro Xaa Arg Xaa 
1 5 

<210> 8 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> Konsensussequenz 
<220> 

<221> VARIANT 

<222> {2) . . (2) 

<223> Xaa steht fUr eine beliebige Aminosaure 
<220> 

<221> VARIANT 

<222> (5) . . (5) 

<223> Xaa steht fur eine beiiebige Aminosaure 
<220> 
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<221> VARIANT 

<222> (3) . . (3) 

<223> Xaa steht fiir S, T, Oder 3 
<220> 

<221> VARIANT 

<222> (6) . . (6) 

<223> Xaa steht fiir S, D, A, cder K 
<220> 

<221> VARIANT 

<222> (7) . . (7) 

<223> Xaa steht fiir F oder W 
<22C> 

<221> VARIANT 

<222> (8) . . (8) 

<223> Xaa steht fiir F, M, Oder L 
<220> 

<221> VARIANT 

<222> (9) . . (9) 

<223> Xaa steht fiir S, A, R, K, oder K 

<400> 3 

Gin Xaa Xaa Leu Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa 
1 5 

<210> 9 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> Thermus aquaticus 

<400> 9 

Gin Me- Ser Leu Asp Ser Phe Phe Ser 
1 5 

<210> 10 

<211> 7 

<212> PRT 
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<213> Konsensussequenz 



<220> 



<221> VARIANT 



<222> (2) . . (2) 

<223> Xaa stent fur L, S, Oder V 



<220> 



<221> VARIANT 



<222> 



. { 



4 \ 



<223> Xaa sreht fur 



h, Oder V 



<220> 

<221> VARIANT 

<222> :5) . . ( 5; 

<223> Xaa szehz fur I, D, oder S 
<220> 

<221> VARIANT 

<222> (6) . . (6) 

<223> Xaa steht fur V oder D 

<220> 

<221> VARIANT 

<222> (7) . . (7} 

<223> Xaa srehr fur F, N, oder D 
<220> 

<221> VARIANT 

<222> :3) . . :3: 

<223> Xaa srehz fur C, D, E, H, K, N, Q, R, S, oder T 

<400> 10 



Gin Xa 
1 



s Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa 



<210> 11 



<211> 



<212> ?RT 



<213> Konsensusseauenz 
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<220> 

<221> VARIANT 

<222> (1) . . (1) 

<223> Xaa stehr fur Q Oder W 

<220> 

<221> VARIANT 

<222> (2) . . (2) 

<223> Xaa steh^: fur L oder K 

<220> 

<221> VARIANT 

<222> (3) . . (3) 

<223> Xaa steht fur T oder V 

<220> 

<221> VARIANT 

<222> (4) . • (4) 

<223> Xaa steht ftir L oder F 
<220> 

<221> VARIANT 

<222> (5) . . (5) 

<223> Xaa steht fur D oder F 

<400> 11 

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Phe 

1 5 

<210> 12 

<211> 29 

<212> PRT 

<213> Konsensussequenz 
<220> 

<221> VARIANT 

<222> (1) . . (2) 

<223> Xaa steht fur G, A, V, L, I, M, P, F, oder W 
<220> 
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<221> VARIANT 

<222> (4 ) . . (4 ) 

<223> Xaa steht fur G, Ar V, L, I, M, ?, oder W 
<220> 

<221> VARIANT 

<222> (17).. (17) 

<225> Xaa steht fur 3, A, V, h, I, ?, F, oder W 

<22C> 

<221> VARIANT 

<222> (3) . . (3) 

<223> Xaa steht fur eine beliebige Aminosaure 
<22C> 

<221> VARIANT 

<222> (5) . . (16) 

<223> Xaa steht fur eine beliebige Aminosaure 
<220> 

<221> VARIANT 

<222> (18) . . (29) 

<223> Xaa steht fur eine beliebige Aminosaure 

<400> 12 

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa 



1 

X 



5 10 ■ 15 



Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Phe Xaa Pro Tyr Phe Tyr Xaa 

20 25 

<210> 13 
<211> 22 
<212> DNA 

<213> Vektorenspezif ische Primer 
<400> 13 

agggcgrggt gcggagggcg gt 22 
<21G> 14 
<211> 22 
<212> DNA 
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<213> Vektorenspezifische Primer 
<400> 14 

tcgagcggcc gcccgggcag gt 
<210> 15 
<211> 23 
<212> DNA 

<213> Vektorenspezif ische Primer 
<400> 15 

aggaacaaca targacgcac tct 
<210> 16 
<211> 23 
<212> DNA 

<213> Vekrorenspezif ische Primer 
<400> 16 

taggtggccTi gcagtaatgt tag 



<210> 


17 


<211> 


888 


<212> 


PRT 


<213> 


The 


<400> 





<213> Thermus aquaticus und Archaeoglobus fulgidus 



Met Ara G'y Met Leu Pro Leu Phe Glu Pro Lys Gly Arg Val Leu Leu 
1 " 5 10 15 

Val Asp Gly His His Leu Ala Tyr Arg Thr Phe His Ala Leu Lys Gly 

20 25 30 

Leu Thr Thr Ser Arg Gly Glu Pro Val Gin Ala Val Tyr Gly Phe Ala 
-= 40 45 

Tys Ser '-"u Leu Lvs .-.la Leu Lys Glu .-.sp Gly Asp Ala Vai lie Val 

^50 '55 60 

Val "h" ^=D Ala Lvs Ala Pro Ser Phe .Arg His Glu Ala Tyr Gly Gly 
65 ' '~ "70 75 80 

Tv^ Lvs --^a Glv Ara Ala Pro Thr Pro Glu Asp Ehe Pro Arg Gin Leu 

- 90 95 

Ala Leu ~^e Lys Glu Leu Val Asp Leu Leu Gly Leu Ala Arg Leu Glu 

100 105 110 

Val Pro Gly Tyr Glu Ala Aso Asp Val Leu Ala Ser Leu Ala Lys Lys 
H5 120 125 

Ala Glu Lvs Glu Glv Tvr Glu Val Arg lie Leu Thr Ala Asp Lys Asp 
130 ' ' " 135 140 
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Leu Tyr Gin Leu Leu Ser Asp Arg lie His Val Leu His Pro Glu Gly 
145 " 150 155 160 

Tyr Leu lie Thr Pro Ala Trp Leu Trp Glu Lys Tyr Gly Leu Arg Pro 

165 170 175 

Asp Gin Trp Ala Asp Tyr Arg Ala Leu Thr Gly Asp Glu Ser Asp Asn 

180 185 190 

Leu Pro Gly Val Lys Gly lie Gly Glu Lys Thr Ala Arg Lys Leu Leu 

195 200 205 

Glu Glu Trp Gly Ser Leu Glu Ala Leu Leu Lys Asn Leu Asp Arg Leu 
210 " " 215 ' 220 

Lys Pro Ala lie Arg Glu Lys lie Leu Ala His Met Asp Asp Leu Lys 
225 230 235 240 

Leu Ser Trp Asp Leu Ala Lys Val Arg Thr Asp Leu Pro Leu Glu Val 

245 250 255 

Asp Pr.e Ala Lys Arg Arg Glu Pro Asp Arg Glu Arg Leu Arg Ala Phe 

260 265 270 

Leu Glu Arg Leu Glu Phe Gly Ser Leu Leu His Glu Phe Gly Leu Leu 
275 280 285 

Glu Ser Pro Lys Ala Leu Glu Glu Ala Pro Trp Pro Pro Pro Glu Gly 
290 295 300 

Ala Phe Val Gly Phe Val Leu Ser Arg Lys Glu Pro Met Trp Ala Asp 
305 310 315 320 

Leu Leu Ala Leu Ala Ala Ala Arg Gly Gly Arg Val His Arg Ala Pro 

325 330 335 

Glu Pro Tyr Lys Ala Leu Arg Asp Leu Lys Glu Ala Arg Gly Leu Leu 

340 345 350 

Ala Lys Asp Leu Ser Val Leu Ala Leu Arg Glu Gly Leu Gly Leu Pro 
355 360 365 

Pro Gly Asp Asp Pro Met Leu Leu Ala Tyr Leu Leu Asp Pro Ser Asn 
370 ' 375 380 

Thr Thr Pro Glu Gly Val Ala Arg Arg Tyr Gly Gly Glu Trp Thr Glu 
3S5 390 395 * 400 

Glu Ala Gly Glu Arg Ala Ala Leu Ser Glu Arg Leu Phe Ala Asn Leu 

405 410 415 

Trp Gly Arg Leu Glu Gly Glu Glu Arg Leu Leu Trp Leu Tyr Arg Glu 

420 425 430 

Val Glu Arg Pro Leu Ser Ala Val Leu Ala His Met Glu Ala Thr Gly 
435 440 445 

Val Arg Leu Asp Val Ala Tyr Leu Arg Ala Leu Ser Leu Glu Val Ala 
455 455 460 



Glu Glu lie Ala Arg Leu Glu Ala Glu Val Phe Arg Leu Ala Gly His 
465 470 475 ' 480 
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Pro Phe Asn Leu Asn Ser Arg Asp Gin Leu Glu Arg Val Leu Phe Asp 

485 . 490 

Glu Leu Gly Leu Pro Ala lie Gly Lys Thr Glu Lys Thr Gly Lys Arg 

500 505 510 

Ser Th^ Ser Ala Ala Val Leu Glu Ala Leu Arg Glu Ala His Pro He 
515 520 525 

Val Glu Lys He Leu Gin Tyr Arg Glu Leu Thr Lys Leu Lys Ser Thr 
530 535 540 

-ryr lie ASD Pro Leu Pro Asp Leu He His Pro Arg Thr Gly Arg Leu 
545 " 550 555 560 

His Th- Arg Phe Asn Gin Thr Ala Thr Ala Thr Gly Arg Leu Ser Ser 

565 570 575 

Ser AsD Pro Asn Leu Gin Asn He Pro Val Arg Thr Pro Leu Gly Gin 

580 585 590 

arq n= f^ra Arg Ala ?he He Ala Glu Glu Gly Trp Leu Leu Val Ala 
595 600 505 

Leu AsD Tyr Ser Gin lie Glu Leu Arg Val Leu Ala His Leu Ser Gly 
610 615 620 

Asp Glu Asn Leu He Arg Val Phe Gin Glu Gly Arg Asp He His Thr 
625 630 635 

Glu Thr Ala Ser Trp Met Phe Gly Val Pro Arg Glu Ala Val Asp Pro 

645 650 655 

Leu Met Arg Arg Ala Ala Lys Thr He Asn Phe Gly Val Leu Tyr Gly 

660 665 670 

M»t ser Ala His Arc Leu Ser Gin Glu Leu Ala He Pro Tyr Glu Glu 
675 680 685 

Ala Gin Ala Phe He Glu Arg Tyr Phe Gin Ser Phe Pro Lys Val Arg 
690 695 700 

Ala Trc He Glu Lys Thr Leu Glu Glu Gly Arg Arg Arg Gly Tyr Val 
705 " '10 ''IS 720 

Glu Th' Leu Phe Gly Arg Arg Arg Tyr Val Pro Asp Leu Glu Ala Arg 

725 730 735 

Val Lys Ser Val Arg Glu Ala Ala Glu Arg Met Ala Phe Asn Met Pro 

740 745 750 

Val G^- Glv Thr Ala Ala Asp Leu Met Lys Leu Ala Met Val Lys Leu 
755 760 765 

Phe Pro Ara Leu Glu Glu Met Gly Ala Arg Met Leu Leu Gin Val His 
770 ' 775 780 

Asp Glu Leu val Leu Glu. Ala Pro Lys Glu Arg Ala Glu Ala Val Ala 
785 790 795 

-ura Leu Ala Lvs Glu Val Met Glu Gly Val Tyr Pro Leu Ala Val Pro 

805 810 815 
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Leu Glu Val Glu Val Gly lie Gly Glu Asp Trp Leu Ser Ala Lys Glu 

820 825 830 

Pro Pro Arg Pro Arg Pro Lys Ser Gly lie Glu lie Lys Lys Leu Asp 
835 840 845 

Lys Asp Tyr Tyr lie Asp Asn Gin lie lie Pro Ser Val Leu Arg lie 
850 ' 855 860 



Leu Glu Arg Phe Gly Tyr Thr Glu Ala Ser Leu Lys Gly Ser Ser Gin 
865 ' 870 875 880 



Met Ser Leu Asp Ser Phe Phe Ser 

885 




VD 

li]http://www5d.delphion.com/cgi-bin/download 
013-04-07 09:43 
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3' 



< 
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Thermostable DNA polymerases are an important tool 
in molecular biology. To exploit the archaeal repertoire 
of proteins involved in DNA replication for use in PCR, 
we elucidated the network of proteins implicated in this 
process in Archaeogiobua fulgidua. To this end, we per- 
formed extensive yeast two-hybrid screens using puta- 
tive archaeal replication factors as starting points. This 
approach yielded a protein network involving 30 pro- 
teins potentially implicated in archaeal DNA replication 
including several novel factors. Based on these results, 
we were able to improve PGR reactions catalyzed by 
archaeal DNA polsonerases by supplementing the reac- 
tion with predicted polymerase co-factors. In this ap- 
proach we concentrated on the archaeal proliferating 
cell nuclear antigen (PCNA) homologue. This protein 
is known to encircle DNA as a ring in eukaryotes, 
tethering other proteins to DNA. Indeed, addition of >L 
fulffidus PCNA resulted in marked stimulation of PGR 
product generation. The PCNA-binding domain was 
determined^ and a hybrid DNA polymerase was con- 
structed by grafting this domain onto the classical PGR 
enzyme from Thermus €iquatieus. Tag DNA polsimierase. 
Addition of PCNA to PCR reactions catalyzed by the 
fusion protein greatly stimulated product generation, 
most likely by tethering the wzyme to DNA. This sliding 
damp-induced increase of PGR performance implies a 
promising novel mxcromechanical principle for the de- 
velopment of PCR enzymes with enhanced processivity. 



For all forms of life, the process of DNA-replication is essen- 
tial in the propagation of genetic information. A complex mul- 
tiprotein machinery including DNA polymerases, processivity 
factors, proof-reading, repair, and regulatory activities (1-3) 
has evolved to handle the tasks associated with this process. 
The importance of replication is demonstrated by the fact that 
its central features are highly conserved among all cellular 
organisms, while the protein sequences of some of the factors 
are not. This is exemplified by the processivity factors of DNA 
polymerases. Processivity is defined as the number of poly- 
merization events during a single contact between polymerase 
and template. To prevent dissociation off the template DNA, 
many polymerases are bound by a protein that encircles the 
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DNA in a ring-like structure. Together with the polymerase, 
the ring appears to move along the DNA as replication pro- 
ceeds. Such "sliding clamps" exist both for eubacteria (the 
0-subunit of the polymerase) and for eukaryotes (PGNA),* and 
the structures of these proteins are almost superimposable (4). 
However, the proteins are highly deviant in primaiy sequence. 
This situation of sequence divergence and functional conserva- 
tion is also evident for the proteins responsible for loading the 
sliding clamp onto the DNA. Whereas in eukaryotes the <damp 
loader is a heteropentameric complex called RFG (2, 5), the 
eubacterial clamp loader is represented by the pentameric so 
called 7-complex (6, 7). Until recently very little was known 
about replication in the third domain of life, the archaebacte- 
ria. In part, this is probably due to the difficult culture condi- 
tions for these often extremophile organisms. Only with the 
recent availability of the genomes of several archaea (8) have 
these organisms become amenable for bioinformatic and func- 
tional genomic analyses. 

Such analyses support the notion that archaebacteria, al- 
though possessing metabolic features that are quite similar to 
bacterial processes, are more closely related to eukaryotes 
when translation, transcription, and replication proteins are 
compared. For example a clear homologue of PCNA can be 
found in all published archaebacterial genomes, (9) but no 
homologues for the eubacterial /3-clamp or other eubacterial 
replication factors have been discovered. Furthermore, bona 
fide homologues of the eukaxyotic DNA polymerase 6 can be 
identified in archaea (10). 

In other cases, the situation is not as straightforward. For 
the eukaryotic five-subunit clamp loader RFC, only two homo- 
logues could be identified so far in archaea (10, 11). Further- 
more, relatively recent work detected a completely novel two- 
subunit DNA polymerase (DPI and DP2) with assumed 
replicative function in thermophilic archaea, the large subunit 
of which displays no significant homology to any other DNA 

polymerase (12, 13). 

Due to their use in DNA-sequencing and PGR applications, 
heat-stable DNA polymerases are technically and economically 
important enzymes. Current PGR reactions rely on single en- 
zymes, which like the DNA polymerase from Thermus aquati- 
cus iTaq) often originate from cellular DNA repair polymerases 
(14). Others represent potential rcpUcatave enzymes such as 
Pfu and Pwo (15), but are employed in the absence of any 
accessory replication factor. For longer PCR templates, artifi- 
cial enzyme mixes with compromised fidelity are the state of 
the art (16). Remarkably, however, these reactions are orders 



* The abbreviations used are: PCNA. proliferating cell nuclear anti- 
gen; RFC. replication factor C; Y2H, yeast two-hybrid; S, small fraction; 
L, large fraction; YPDA, yeast extract/peptone/dextrose with adenine; 
SD-HUL, synthetic medium-histidine, uracil, and leucine. 



This paper is available on line at htlp://Mrww.jbc.org 



16179 



-cXP 



242621 4A I > 



16180 



Enhanced Processivitiy of PCR Polymerases 



SI 
i 

8 



of magnitude less efficient than the in vivo DNA replication 
process with respect to fidelity, speed, and product size. The 
replacement of current monomeric PCR enzymes by a selected 
subset of proteins taken from the replication machinery of a 
thermophilic archaebacterium may hence open new chances to 
improve PCR. 

In this report a biochemical, bioinformatic, and functional 
proteomic approach was imdertaken to deepen our understand- 
ing of archaeal replication to use this knowledge for the im- 
provement of PCR applications. We demonstrate that proces- 
sivity factors can enhance PCR catalyzed by archaeal 
polymerases. Finally, we show that by tethering Taq polymer- 
ase to a sliding clamp via a PCNA-interaction domain one can 
generate PCR enzymes with increased performance. 

EXPERIMENTAL PROCEDURES 

Bioinfbrmatic Analysis of Replieation Proteins in Archaeoglobus 
fiUgidus — In the first step of the bioinformatics analysis most of the key 
components of the DNA replication machinery in humans were identi- 
fied. The following sequences were retrieved from the SWISSPROT 
database (26): AC11_HUMAN. AC12_HUMAN. AC13_HUMAN, 
AC14_HUMAN, AC15_HUMAN, PCNA.HUMAN. DPD2^HLrMAN, 
and DPOD_HXJMAN. In a first step, these sequences were compared 
with BLASTP (27) against a non redundant database of all publicly 
available protein sequences. In a neact step, homologous sequences from 
related organisms including Homo sapiens^ Mus musaUus, Drosophiia 
meianogasier, and Saccharomyws eerevisiae from the blast result were 
used to generate a multiple-sequence alignment using the ClustalW 
program (28). Based on the obtained alignment a Hidden Markov Model 
was generated with the HMMER software package (version 1.8. Sean 
Eddy, Dept. of Genetics, Washington University School of Medicine, St. 
Louis, MO). This model includes the highly conserved regions but also 
the less homologous parts of the sequence alignment in between. Now 
the non-redundant sequence database was again searched with the 
HMMER program for distantly related homologues especially in A. 
fulgidus. Based on the sequence information of TIGR (8), a database of 
all A fulgidus sequences was generated. This database was also 
searched in parallel. The following sequences were identified: AF2060 
homologous to ACll^HUMAN, AC12JHXJMAN, AC13_HUMAN. and 
AC14_HUMAN; AF1195 homologous to AC15.HUMAN; AF0335 ho- 
mologous to E>CNA^HUMAN; AF1790 homologous to DPD2_HUMAN; 
and AF0497 homologous to DPOD_HUMAN. Another protein with po- 
lymerase activity was identified by appljdng the same methods starting 
from a recently published sequence in P. ftiriosus: DP2L_PyRFU (12). 
This protein is homologous to AF1722. 

Using these strategies we retrieved sequences fi:*om A. fulgidus^ 
which are likely part of the replication machinery. The analysts was 
performed using the described bioinformatics tools, which were imple- 
mented in bioSCOUT (LION bioscience AG, Heidelberg, Germany, 
lionbioscience.com/solutions/bioscout), a multifunctional sequence anal- 
ysis program package. bioSCOUT also includes all publicly available 
databases as well as proprietary and in-house databases. All sequence 
analysis runs were made on LION's in-house servers on database 
content of about one terabyte. An automatic alert service implemented 
in bioSCOUT was used to retrieve all newly entered sequences in all 
major sequence databases (e.g. NCBI, EMBL, SWISSPROT, PIR), re- 
lated to the described project. 

Tuoo'hybrid. Methods — Tor the construction of a genomic library of 
the 2,178,400-bp sized A, fkdgidus genome for yeast two-hybrid (Y2H) 
screening, genomic DNA was fragmented by sonication and cloned into 
pGAD424; 16 ^ of genomic DNA of A fulgidus (obtained from the 
German Collection of Microorganisms and Cell Cultures) were soni- 
cated for 8 8, such that fragments ranging from 0.1 to 5 kb were 
generated. To minimize the cloning bias, the ligations and transforma- 
tions were done in two size classes in separate reactions. Size classes 
were 0.3-0.7 kb (small, the S fi-action) and 0.7-2.5 kb (large, the L 
fraction). DNA fragments of the two size classes were isolated by cut- 
ting out the respective areas of a 1% agarose gel after electrophoretic 
isolation in TBE. 300 ng and 450 ng of sonicated DNA of the S and L 
fractions, respectively, were filled in with 2.5 units of Pwo pol3rmerase 
(Roche Molecular Biochemical) and 35 ^xM of an equimolar dNTP mix 
(Roche Molecular Biochemical) for 30 min at 72 "C in the buffer pro- 
vided with the Pwo polymerase. After the reaction, the DNA was puri- 
fied using the QIAquick PCR purification kit (Qiagen). 5 Mg of pGAD424 
were digested with Smal (New England BioLabs) axui dephosphorylated 



with calf intestine phosphatase, (Roche Molecular Biochemical) and 
piirified from an agarose gel after electrophoresis. The DNA fragments 
were Ugated into the linearized vector at 16 *C overnight using 5 units 
of T4 DNA ligase (United States Biochemicals) each time in 50 /ii using 
the buffer provided by the manufacturer and a total amount of DNA of 
170 or 300 ng for the S and L fraction, respectively. The optimal ratio of 
vector to insert mass had been determined beforehand and was 1:1.5 for 
the small fraction, and 1:2 for the large fraction. The library was 
transformed into DHlOB Escherichia coli cells by electroporation, jrield- 
ing2 X 10* and 3.5 X lO' independent colonies for the S and L fractions, 
respectively. Colonies were washed oft, DNA was prepared, and the 
libraiy was transformed into haploid yeast PJ69— 4ot (25) using 200 and 
300 15-cm dishes for the small and large insert fractions, each plate 
containing 1000-2000 colonies. Each plate was then washed off with 
YPDA containing 20% glycerol and stored separately in the wells of 

2- m] deep well microtiterplates at —80 "C. Thus, one copy of the library 
was contained in a set of five microtiterplates. As working stocks, the 
library was diluted to an optical density at 600 nm (ODeoo) 

final library included roughly 500,000 independent clones. Thus, fusion 
proteins will be generated every 4.4 bases, resulting in an in-frame 
fusion eveiy nine amino adds, on average. 

For the generation of a library of fii^gments of the AF0497/PolB gene, 
we followed the same protocol as for the generation of the library with 
the following alterations. We subjected a PCR fragment representing 
the coding region of the gene to sonication for 20 s. Fragment size was 
0.05-0.3 kb. Blunt fi-agment ends were generated using Pivo polymer- 
ase as described above, and fragments were cloned into Smal-linearized 
pGBDU and pGAD424. 10* independent colonies were collected for both 
vectors after transformation in E. coli. DNA was prepared and trans- 
formed into PJ6^ and PJ69-4a, to yield 5 X 10^ yeast colonies. Cells 
were washed ofif the plates as described above and finozen. These librar- 
ies were used to isolate clones coding for protein firagments interacting 
with AF0335/PCNA by mating of yeast cells as described below. 

Bait and prey vectors were generated by the two-step PCR protocol 
as described in Hudson et al. (17). 5' extension for the 2nd PCR was 
CjAATTCCiGTACCACCACCATG, and 3' extension was GATCCCCGG- 
GAArrcCCATGTC. 

For the mating of yeast cdls, bait proteins were cultured ovemi^t to 
an ODfioo of 1— 2 in selective medium. For each bait construct, four 
independent clones were cultured and mixed in equal amounts of ceUs, 
to minimize the chances of working with a clone carrying detrimental 
mutations from the PCR reactions. Library cells were thawed out and 
allowed to recover for 1 h at ambient temperature. For screens, an 
0.&-OD solution of the bait mix was prepared in YPDA. 10 fii of the 
library were transferred from the library plates to new 96 deep well 
plates that contained 10 §il of YPDA and allowed to recover for 2 h at 
30 **C. After the incubation, 90 $jd of the bait solution were added. 
Mating was allowed overnight, shaking at 1000 rpm in a microti ter- 
pLate shaker. The mating mixture was then diluted with 1.1 ml of 
SD-HUL containing varying amounts of 3-amino triazole and cultivated 
for 6-10 days at 30 X. 

For the pairwise mating, the bait mix and the prey mix were pre- 
pared at a concentration of 1 OD/ml in SD-HUL and SD-L, respectively. 
50 111 of each were mixed together for the mating. The mating mixtiure 
was then diluted with 1.1 ml of SD-HUL containing varying amounts of 

3- amino triazole and cultivated for 6—10 days at 30 '^C. 

However, mating efficiencies were not satisfying in microtiterplates, 
and mating in flasks proved to be the superior method in our hands. 
Thus, for the second round of library screens, the small and large 
fractions of the library were combined into two separate pools, and 
mating was done in SO-ml Erienmeyer flasks in YPDA at an OD of 1.0 
in a total volume of 10 ml, shaking for 5 h at 100 rpm. In this case, after 
the mating cells were washed in selective medium lacking histidine, 
uracil, and leucine (SD-HUL), and aliquoted into microtiterplates In the 
same medium. 

For both protocols as well as for library screens, after 6-10 days the 
cells were passaged once to microtiterplates containing fresh selection 
medium and allowed to grow for 2—4 days. Potential positives were 
identified from wells displaying cell growth. The activation of the sec- 
ondary reporter genes ADE2, lacZ, and Mell was determined, and 
double-positive cells were collected. For ease of measxirement, activa- 
tionof Afe// was determined using 5-bromo-4-chloro-3-indoyl-a-i>-galac- 
topyranoside (X-a-Gal, CLONTECH) and scoring for blue color. The 
inserts were amplified by PCR from the yeast cells, sequenced, and 
analyzed using standard bioinformatic methods as well as bioSCOUT 
for annotation. Interaction networks were visualized using the auto- 
mated viewer piSCOUT* and reviewed for sticky proteins identified 
with multiple unrelated baits. 
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